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Avant-propos 

 

Cette thèse a été réalisée au sein de l‟équipe Ecogénomique des interactions appartenant à 

l‟Unité Mixte de Recherche (UMR) 1136 INRA-Université de Lorraine “Interactions Arbres 

Microorganismes”. Au sein de l‟équipe Ecogénomique des interactions, la symbiose 

ectomycorhizienne est étudiée selon deux axes de recherches principaux. Les approches de 

génomique comparative et d‟analyse phylogénomique cherchent à déchiffrer l‟émergence et 

l‟évolution des champignons ectomycorhiziens. Ces approches ont aussi pour objectif 

d‟identifier les boites à outils requise pour l‟établissement de la symbiose ectomycorhizienne. 

Le second axe de recherche consiste à identifier et caractériser au niveau moléculaire le 

développement de la symbiose ectomycorhizienne, plus précisément le dialogue moléculaire 

présent entre le champignon et l‟hôte.  Cet axe de recherche s‟appuie sur le modèle d‟étude 

constitué par le champignon ectomycorhizien Laccaria bicolor et deux hôtes végétaux, le 

peuplier Populus trichocarpa et le sapin de Douglas Pseudotsuga menziesii.  
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Figure 1 : Différence morphologique entre ectomycorhizes et endomycorhizes. (A) Les 

champignons endomycorhiziens utilisent un organe spécialisé, l‟hyphopodium, pour pénétrer 

dans les cellules rhizodermiques puis corticales. Dans ces dernières, la membrane plasmique 

s‟invagine autour des hyphes fongiques, formant l‟arbuscule. (B) Les champignons 

ectomycorhiziens se développement uniquement dans l‟espace apoplastique autour des 

cellules du cortex racinaire en formant un réseau dense de mycélium faisant office d‟interface 

symbiotique avec l‟hôte. Tiré de Bonfante & Genre, 2010.   
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La symbiose mycorhizienne 

Présentation générale 

La symbiose mycorhizienne consiste en une interaction mutualiste entre un champignon du 

sol et le système racinaire d‟une plante. Les premiers fossiles de champignons attestant de 

l‟existence d‟une telle symbiose sont âgés de 400 Millions d‟années (Rémy, 1994), suggérant 

un rôle de cette symbiose dans l‟apparition des premières plantes terrestres (Simon et al, 

1993 ; Wang et al, 2010). Plusieurs types de symbioses mycorhiziennes ont été rapportés, les 

deux principaux étant la symbiose endomycorhizienne et la symbiose ectomycorhizienne, 

apparue plus récemment d‟après les dernières datations effectuées (vers 120 Millions 

d‟années, Brundrett, 2002). La symbiose mycorhizienne à arbuscules se différencie de la 

symbiose ectomycorhizienne sur plusieurs aspects. 

Les champignons endomycorhiziens à arbuscules constitue un groupe monophylétique, les 

Gloméromycètes (Schussler et al, 2001) à l‟inverse des champignons ectomycorhiziens qui 

constitue un groupe polyphylétique (Hibbett et al, 2000 ; Köhler et al, 2015). Les symbiontes 

mycorhiziens à arbuscules sont des biotrophes obligatoires incapable de croître en absence de 

l‟hôte, contrairement aux symbiontes ectomycorhiziens cultivables en laboratoire bien que 

toujours dépendant de l‟hôte pour réaliser leur cycle sexuel. Les hôtes végétaux ne sont pas 

non plus les mêmes, la symbiose endomycorhizienne implique les plantes herbacées ainsi que 

certains arbres (Eucalyptus, Jones et al, 1998 ; Peuplier, Lingua et al, 2008 ; Frênes, cyprès, 

érable, tuyas) et des plantes d‟intérêt agronomique (Gosling et al, 2016 ; Sawers et al, 2008). 

A l‟inverse, la symbiose ectomycorhizienne est présente essentiellement dans les écosystèmes 

forestiers (Wang et al, 2006). Enfin, les champignons ectomycorhiziens ne pénétrent jamais la 

paroi végétale et se développe autour des cellules présentes dans le cortex racinaire, sans 

atteindre l‟endoderme (Figure 1A). A l‟inverse, la symbiose endomycorhizienne à arbuscules 

se caractérise par la colonisation du cortex racinaire avec une pénétration de la paroi des 

cellules végétales, la membrane plasmique s‟invaginant autour des hyphes des champignons, 

aboutissant à une structure en arbuscule permettant l‟échange avec la plante (Figure 1B). Ces 

deux symbioses présentent donc des différences en termes d‟hôtes, de phylogénie et de 

processus de colonisation. La symbiose ectomycorhizienne se traduit concrètement par la 

mise en place de trois structures d‟interaction fonctionnant de concert afin de capter puis 

transmettre les nutriments du sol jusqu‟aux racines de la plante. 
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Figure 2 : Structures d‟interactions caractéristiques de l‟ectomycorhize. Les différentes 

phases aboutissant à l‟interaction entre le champignon ectomycorhizien et sa plante hôte 

passent par la différenciation de structures permettant cette interaction. Le réseau 

extramatriciel (A, détail de l‟hyphe en B) se propage dans le sol à la recherche d‟un hôte 

végétal et de nutriments destinés à être transférés à la plante. Le réseau extramatriciel reste 

connecté au manteau fongique (C, vue longitudinale ; D, vue transversale) qui entoure 

l‟intégralité de la racine latérale courte. Le réseau de Hartig (D) se développe entre les 

cellules du cortex racinaire et constitue la surface d‟échange de nutriments. Certains 

champignons ectomycorhiziens, tel que Laccaria bicolor, conservent néanmoins leurs 

capacités à croitre en absence de l‟hôte, les rendant cultivable en laboratoire. Adapté de 

Bonfante & Genre, 2010 ; mycor.nancy.inra.fr 
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Structures caractéristiques de la symbiose ectomycorhizienne 

Durant l‟interaction avec le réseau racinaire de l‟arbre, les champignons ectomycorhiziens 

vont développer trois structures, permettant l‟échange bi-directionnel de nutriments : le réseau 

extramatriciel, le manteau fongique et le réseau de Hartig. Ces deux dernières structures 

caractérisent la symbiose ectomycorhizienne et la différencie des autres types de mycorhizes 

existants. 

Le réseau extramatriciel 

Le réseau extramatriciel n‟est pas propre à la symbiose ectomycorhizienne et se retrouve aussi 

dans les mycorhizes à arbuscules et les mycorhizes à éricoides (Finlay, 2008). Ce réseau 

d‟hyphes se développe dans la rhizosphère et n‟est pas en contact direct avec la plante 

(Figure 2A) et assure un rôle prépondérant dans l‟acquisition de ressource minérale via la 

production d‟acides organiques (Landeweert et al, 2001 ; Schmalenberger et al, 2015 ; van 

Hees et al, 2006) tel que l‟acide oxalique permettant un relargage de phosphore (Bonneville et 

al, 2011) et d‟enzymes de décomposition telles que des laccases ou des aminopeptidases 

(Finlay et al, 2008 ; Shah et al, 2013). Chez les champignons ectomycorhiziens, cette capacité 

de décomposition est reliée à la quantité de réseau extramatriciel présent (Tedersoo et al, 

2012). Cette production forte d‟enzymes permet de contribuer significativement aux 

processus de recyclage du carbone (Phillips et al, 2014 ; Hôgberg & Hôgberg, 2002) ainsi 

qu‟au recyclage de l‟azote (Bödeker et al, 2014 ; Morel et al, 2005), l‟assimilation étant relié 

à la quantité de carbone fournit par la plante (Rineau et al, 2013). Le réseau extramatriciel 

joue aussi un rôle dans le stockage des photosynthats provenant de la plante, l‟utilisation de 

photosynthats marqué au carbone 14 (
14

C) révélant entre 24% et 60% de carbone marqué 

incorporé dans le réseau extramatriciel (Wu et al, 2002 ; Rosling et al, 2004). Une expérience 

similaire indique aussi un transfert de carbone et de phosphore à travers les hyphes du réseau 

extramatriciel dès le premier jour de présence de 
14

C avec une présence maximale après deux 

à trois jours (Wu et al, 2012). Ceci démontre que les champignons ectomycorhiziens ne sont 

pas des saprotrophes au sens strict car leurs capacités de dégradation dépendent des 

photosynthats fournis par la plante. Le réseau extramatriciel n‟est pas uniquement un organe 

de sécrétion d‟enzymes lytiques mais aussi un organe de stockage et de transfert (Wu et al, 

2012). Il est enfin aussi impliqué dans la prospection du sol afin de trouver de nouveaux hôtes 

végétaux à coloniser (Genney et al, 2006), plusieurs types d‟hyphes extramatriciel pouvant 

être discernés selon leur fonction dans l‟exploration du sol (Agerer, 2001).  
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Le manteau fongique 

Une fois en contact avec la surface racinaire, le réseau mycélien va se développer tout autour 

de la racine pour former un manteau fongique dense constitué de plusieurs couches de cellules 

(Pena et al, 2014). La densité du manteau fongique varie d‟un champignon ECM à l‟autre, 

mais elle a pu être estimé par FTIR (Fournier Transformed Infrared Spectroscopy) entre 2 et 

20 micromètres (Pena et al, 2014). Une autre étude utilisant le marquage isotopique au 
15

N et 

13
C indique que le manteau représente entre 30 et 40% de la quantité totale de la racine 

mycorhizée (Tedersoo et al, 2012). Les racines ainsi colonisées sont en arrêt de croissance, 

phénotype caractéristique des mycorhizes matures. La localisation subcellulaire d‟éléments 

nutritifs chez Lactarius subdulcis a montré une accumulation préférentielle dans le manteau 

fongique de Ca, Mg, Mn, K, Si, Al et Fe (Rineau et al, 2010). Ces études démontrent que le 

manteau fongique est utilisé comme zone de stockage de nutriments avant leur transfert aux 

cellules de la racine. Une variabilité existe entre les espèces de champignons 

ectomycorhiziens concernant la proportion des éléments nutritifs stockés dans le manteau 

fongique, probablement en raison d'une adaptation des champignons ectomycorhiziens à leurs 

biotopes et leurs plantes hôtes (Seven & Polle, 2014). La microdissection laser des tissus 

composant le manteau fongique suivie de l‟analyse transcriptomique de ces tissus chez la 

truffe du Périgord Tuber melanosporum met en évidence que parmi les 266 gènes 

significativement surexprimés (>2.5 fois par rapport au contrôle) dans le manteau se trouvent 

11 gènes codant des transporteurs d‟urée, d‟ammonium et des aquaporines ainsi qu‟un 

transporteur de fer et plusieurs protéines de choc thermique HSP (heat shock proteins) 

suspectées d‟être impliquées dans les processus de détoxification (Hacquard et al, 2010). 

Certains ions métalliques peuvent aussi être transportés à l‟hôte via le réseau de Hartig afin 

d'être utilisés comme éléments nutritifs (Luo et al, 2014). Jusqu'à présent, peu de 

transporteurs de métaux lourds ont été analysés chez les champignons ectomycorhiziens 

(Bellion et al, 2007), bien que deux transporteurs de métaux impliqués dans la tolérance au 

zinc aient été caractérisés fonctionnellement chez le symbiote éricoïde Oidodendron maïus 

(Khouja et al, 2013).  

On sait peu de choses sur les processus moléculaires qui se produisent lors de l'adhésion de 

l'hyphe à la racine de la plante, pourtant un processus clé pour l‟établissement de l‟interaction. 

Chez les ectomycorhizes d‟Eucalyptus globulus-Pisolithus,  
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une classe de polypeptides induits par la symbiose SRAP (symbiosis-regulated acidic 

polypeptide) a été identifiée par analyse biochimique par éléctrophorèse bi-directionelle 2D-

PAGE. Les SRAP sont potentiellement impliquées dans l'adhésion cellule-cellule, 

probablement via un motif RGD conservé chez les protéines d‟eucaryotes et de procaryotes et 

impliqué dans l‟adhérence cellulaire (Laurent et al, 1999; Dyer, 2002). En outre, les 

hydrophobines semblent impliqués dans l'adhésion des hyphes à la surface de la racine, bien 

que leur fonction exacte dans la symbiose ectomycorhizienne restent peu claires. Les 

hydrophobines sont de petites  protéines sécrétées (SSPs), riches en cystéine, avec des 

propriétés amphiphiles présente de manière ubiquiste chez les champignons (Linder et al, 

2005; Zhang et al, 2011; Bayry et al, 2012). Leurs implications dans des fonctions associées 

telle que l‟attachement au surface ou la formation de structures aériennes (Wösten et al, 2001) 

et leur présence à plusieurs étapes du cycle de vie fongique démontrent la polyvalence de 

cette classe de petits-protéines sécrétées. Dans l‟ectomycorhize, des études génomiques et 

transcriptomiques ont identifiées des génes codants des hydrophobines, aux différents stades 

de developpements et dans les différentes structures développées par le champignon 

ectomycorhizien (Plett et al, 2012; Mankel et al, 2002). Cependant, des immunolocalisations 

de ces protéines dans des ectomycorhizes de P. tinctorius-E. globulus n'a pas trouvé 

d‟accumulation préférentielle d‟hydrophobines dans un compartiment particulier pendant la 

colonisation (Tagu et al, 2001). Ce résultat soutient l'idée que les hydrophobines sont 

importantes pour la colonisation fongique en raison des propriétés physiques qu'elles 

fournissent aux hyphes fongiques. 

Le réseau de Hartig 

Après la colonisation de la surface de la racine à travers le développement du manteau 

fongique, les champignons ectomycorhiziens développent une interface symbiotique avec leur 

hôte. Cette interface est nécessaire pour l‟échange de nutriments entre les deux partenaires. La 

formation du réseau de Hartig a d'abord été largement analysée par des approches 

microscopiques et cytologiques (Scheidegger & Brunner, 1993; Kottke et al, 1987; Kottke & 

Oberwinkler, 1987; Blasius et al, 1986). Ces études décrivent un réseau dense de mycélium 

fortement ramifié exclusivement localisé autour des cellules de la racine de la plante (Figure 

2C). Cette localisation est une caractéristique du réseau de Hartig, contrastant avec les 

champignons endomycorhiziens qui créent des arbuscules à l'intérieur des cellules de la racine 

par invagination de la membrane plasmique (résumé dans Gutjahr & Parniske, 2013). Ce 

mycélium dit « labyrinthique » permet un transfert efficace entre la plante et le champignon, 
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probablement grâce à sa forte surface d‟échange. Il permet également l‟établissement d‟un 

dialogue moléculaire entre la plante et le champignon à travers l‟expression de gènes codant 

des enymes de types glycosyl hydrolases, beta glucosidase et endoglucanase potentiellement 

essentielles dans le remodelage des parois (Hacquard et al, 2010).  Cette structure agit aussi 

comme puits de carbone et dans la conversion des photosynthétats de la plante en tréhalose 

chez le symbionte Amanita muscaria (Lopez et al, 2007). Dans cette étude, la concentration 

en tréhalose était 2.7 fois plus importante dans le réseau de Hartig par rapport au reste de 

l‟ectomycorhizes (Lopez et al, 2007). En outre, la biosynthèse du tréhalose, identifiés par la 

présence de transcrits de gènes encodant des tréhalose-6-phosphate synthase, tréhalose 

phosphorylase-6-phosphate et tréhalose-6-phosphate phosphatase, est spécifiquement 

stimulée dans le réseau de Hartig. De même, chez Tuber melanosporum, trois gènes codant 

des transporteurs de glucose sont fortement régulés pendant la symbiose avec Corylus 

avellana (noisettier commun), ainsi qu‟un gène fongique codant une invertase responsable de 

la conversion du saccharose en glucose et fructose (Hacquard et al, 2010). Le réseau de Hartig 

est aussi impliqué dans le transport d‟azote, comme en atteste la surexpression de deux 

transporteurs de nitrates chez T.melanosporum (Lucic et al, 2008; Montanini et al. 2006). Ces 

données révèlent une double implication du réseau de Hartig dans l‟ectomycorhize à la fois 

comme acteur du dialogue moléculaire nécessaire à l‟établissement de la symbiose mais aussi 

au fonctionnement même de la symbiose via notamment le transport d‟azote et de phosphore 

destiné à la plante. Il est toutefois à noter que l‟étude comparée du réseau de Hartig et du 

manteau fongique montre que 93% des gènes sont constitutivement exprimés dans ces deux 

zones (Hacquard et al, 2010). Il existe donc des spécificités propres au réseau de Hartig et au 

manteau fongique mais les deux zones possédent le même arrière plan métabolique. 

En conclusion, l‟ectomycorhize consiste en la différenciation de plusieurs structures 

spécialisées qui communiquent entre elles. La compréhension des processus de signalisation à 

l‟œuvre lors de la symbiose est nécessaire avant d‟aborder le rôle des petites protéines 

sécrétées de L. bicolor. 
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Abstract 

 

Ectomycorrhizal symbioses involve roots of trees and soil-borne fungi, which interact to 

create mutualistic interactions beneficial for both partners. This chapter gives an overview of 

the signaling pathways, molecules ans small secreted proteins required for the ontogenesis of 

such a remarkable symbiosis. Moreover, it explains how rising of next generation sequencing 

technology was used as an onset for functional studies. Notably, discovery of Mycorrhizal 

induced Small Secreted Proteins, similar to effectors from plant-pathogenic microbes and key 

players for symbiosis development, sheds light on a sophisticated molecular dialogue used by 

ectomycorrhizal fungi to control its plant host and set up this belowground symbiosis. 
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Introduction 

 

Microbes are the most abundant forms of life on Earth. Microbial world diversity is 

remarkable, keeping challenging us after more than three hundreds years of research on it 

(Woyke & Rubin, 2014). This medley of microorganisms set in a wide range of ecosystems 

and creates complex interactions within its environment. Among them, thousands of 

microbial species either bacteria or fungi, inhabit the soil, either as organic and inorganic 

matter decayers, or as partners interacting with plant roots. They are key players for soil 

fertility, consequently sustaining plant productivity.  

Around 50,000 fungal species interact with around 250,000 of plant species and form 

mycorrhiza (van der Heijden, 2015). Mycorrhiza is a symbiotic organ made of both fungal 

hyphae and plant root cells. Fully functional mycorrhizal symbioses allow bidirectional 

nutrient exchanges between the two partners. Consequences for the plant are an increased 

ability to overcome abiotic and biotic stresses like drought, polluted or poor soils as well as 

pathogen attacks (Sikes et al., 2009). One can distinguish seven different types of mycorrhizal 

symbiosis, varying in structure, host range and ecology. The most prevalent mycorrhizal fungi 

are the arbuscular fungi (AM). They all belong to Glomeromycota, a monophyletic group 

which appeared with the first land plants, about 400 millions years ago colonized herbaceous 

plants including several crop species (Parniske et al., 2008). Beside AM fungi stands the 

ectomycorrhizal symbioses which are the most prevalent mycorrhiza occurring in forest 

ecosystems. The ericoid mycorrhiza, another group involving health plant, including 

ornemental plant species (i.e. blueberry, cranberry) and fungi such as Rhizoscyphus ericae or 

Oidiodendron maius. Among other group of mycorrhizal fungi, one can cite the 

ectendomycorrhiza, monotropoid, orchid and arbutoid mycorrhiza.  

The forest ecosystems are of major environmental, economic and scientific interests and is 

composed of a wide diversity of trees dominating boreal, temperate, mediterranean, and 

tropical environment. This diversity directly participates to functionning of forest ecosystems 

(Isbell et al., 2011), notably by efficient carbon sequestration through photosynthesis (Sedjo 

& Sohngen, 2012) but also water quality, wood production and protection against soil erosion. 

Thus, forest ecosystems play a major role in the global climate change context (Hanewinkel et 

al., 2013), stressing the urgent need to consider land management and tree diversity on a long-
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term range (Foley et al., 2005). Mycorrhizal fungi play a critical role in forest ecosystems due 

to their ability to prospect large area of soils with their mycelia, forming a mycorrhizal 

network that may interconnect roots of trees together (Simard et al., 2012). Notably, about 

6,000 of tree species (belonging to Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, Nothofagaceae, 

Myrtaceae and Dipterocarpaceae) are able to form a mycorrhizal symbiosis with 50,000 

ectomycorrhizal (ECM) fungal species (van der Heijden, 2015). These ECM fungi participate 

in turnover of soil nutrients (C, N, P, K, Ca, Fe) through their extraradical mycelium 

(Marschner & Dell, 1994 ; Ekblad et al., 2013). The ECM symbiosis appeared several times 

independently in the history (van der Heijden et al., 2015; Ryberg & Matheny, 2012), about 

150 millions years ago (Hibbett & Matheny, 2009) and differs significantly from the other 

mycorrhizal fungi in terms of symbiotic structures, their ecology and their phylogenic 

position in the fungal tree of life. Most of the ectomycorrhizal fungi belong to Basidiomycota, 

although some fungal species such as the Black Truffle of Perigord (Tuber melanosporum) 

belongs to Ascomycota (Martin et al., 2010). Realizing this prevalence in such ecosystems, it 

is then critical to decipher and analyze the molecular processes driving the symbiosis between 

these soil-borne fungi and their host plants in order to gain an accurate view on the molecular 

mechanisms occuring in forest ecosystem. For many years, studies on mycorrhizal mutualistic 

interactions have been limited by the lack of data on mycorrhizal fungal genomes. 

Availability of first mycorrhizal genomes and rising of Next Generation Sequencing (NGS) 

technology gave us access to hundreds of fungal genomes amongst them fifty ECM fungal 

genomes (Martin et al, 2008/2010/2011; Floudas et al, 2012; Kuo et al., 2014; Köhler et al, 

2015; Marmeisse et al., 2013). In addition, NGS allow researchers to move on by looking at 

transcriptome and secretome of those beneficial symbionts. The purpose of this chapter is to 

give an overview on the ontogenesis of ectomycorrhizal symbiosis and to highlight how 

comparative genomics and molecular biology lead to reconsider mutualistic interactions, as an 

evolutionary habit sharing traits with saprotrophic and plant-pathogenic fungal species. We 

will focus in this review in (i) the understanding of fungal and plant signaling molecules 

guiding mycorrhizal interactions (ii) the identification of the underlying receptors and 

signaling pathways, with a particular emphasis on the control of hormone signaling pathways. 

We will finally adress the role of putative fungal effectors in the establishment and/or 

functioning of ECM symbiosis. 
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II. The Ectomycorrhizal Symbiosis Setup  

A. The presymbiotic phase 

1. Plant rhizospheric compounds are preparing ECM fungi 

for infection.  

Perception and recognition of signal molecules produced by both trees and ECM fungi is a 

prerequisite for establishment of compatible ECM symbiosis. This presymbiotic phase allows 

the ECM fungus to sense and recognize a putative host partner. Search for host-derived 

signal-molecules able to stimulate spore germination, ECM hyphae branching and 

chemotropism towards host root led to the identification of only a limited number of 

compounds. Fries (1987) first demonstrates that root exudates and extracts from Pinus 

sylvestris (in particular abietic acid) stimulate germination of Suillus spp. basidiospores. 

During the initial stages of in vitro colonization of Larix decidua roots by Suillus tridentinus, 

flavonols such as catechin and epicatechin reached more than 50 mM and two minor 

metabolites, 4-hydroxybenzoate glucoside and quercetin rhamnoside, exhibited a rapid 

accumulation in the mycorrhiza root tip, suggesting a putative role for pre-infection steps 

(Weiss et al. 1997).  

The presence of rutin in exudates of Eucalyptus globulus spp. bicostata stimulates radial 

growth and biomass of different Pisolithus sp. strains (Lagrange et al., 2001). However, only 

Pisolithus strains collected under rutin-producing Eucalyptus are receptive to rutin, 

suggesting, first, a putative role of flavonoids in specificity of host-fungal interaction and 

second, that ECM fungi are able to adapt to the chemical signature of the rhizosphere they are 

growing in. Using immunolocalization, Plett and Martin (2010) observed that rutin and 

quercitin at 100uM concentration are able to trigger the accumulation of the effector protein 

MiSSP7, suggesting that these two flavonols could prepare the ECM fungus for plant 

colonization. However, the high concentration required to trigger such MiSSP7 accumulation 

is not in favour with a role of flavonols as signal-molecules, at least in this specific case.  

Strigolactones (SLs) are carotenoid-derived compound and a new group of plant hormones 

that suppress lateral shoot branching and are crucial to root development. In addition, their 

role as signaling molecules in the rizosphere is well documented. For example, SLs stimulate 

both spore germination and hyphal growth and branching of Rhizophagus irregularis. 

Analyses of available plant genomes and transcriptomes revealed that all analysed plants 
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contain genes required for strigolactone production (Delaux et al., 2012; reviewed in Garcia et 

al., 2015). However, so far, no effect of strigolactone analog GR24, on either fungal growth 

or hyphal branching was observed in a wide range of soil-borne fungi, including ECM fungi 

(Steinkellner et al., 2007).  

Arbuscular mycorrhizal fungi and Rhizobia nodulating bacteria produce upon perception of 

plant flavonoids or strigolactones, respectively Myc and Nod-factors, sulfated or not 

lipochitooligosaccharides (Maillet et al., 2011; Denarié and Cullimore, 1993). For now, such 

Myc-factors has not been identified in ECM fungi. We can wonder whether these Myc-factors 

exist among ECM fungi. Identification of such compounds would be a major achievement in 

the understanding of host-ECM fungi recognition and host-specificity.  

 To conclude, whereas plant-derived signaling-molecules, such as flavonoids and 

strigolactones, are important molecules for Rhizobium-legumes interactions and AMF-plant 

interactions, the plant-derived signaling molecules required for ECM establishment (pre-

contact phase) are still largely unknown and likely diverse. One can then wonder whether the 

chemical dialogues involved are host-species specific or not.  

 

2. ECM fungal-derived signaling molecules alter host root 

architecture and development.  

Root development and architecture are profoundly modified in the vicinity of fungal hyphae 

and before direct contact, to form ECM root tips. Indeed, increased lateral root development, 

root growth arrest  (Dexheimer and Pargney, 1991; Ditengou et al., 2000; Felten at al., 2009; 

Spivallo et al., 2009; Rincon et al., 2003; Vayssières et al., 2015), are observed, suggesting 

that root cells responds to fungal signaling molecules.  

a) Fungal auxin as an early diffusible signaling molecule.  

Several authors suggested that fungal auxins has an important role as a signaling-molecule to 

initiate ECM development (Gay et al., 1994; Rincon et al., 2001; Felten et al., 2010; Spivallo 

et al., 2009). Auxin and auxin-analogues released from several ECM fungus was found 

(Niemi et al., 2002; Krause et al., 2015; Vayssières et al., 2015). Pisolithus microcarpus is 

able to produce the indolic-compound called hypaphorine, a tryptophane betaine (Béguiristain 

and Lapeyrie, 1997). Krause et al., 2015 identified the exporter of IAA from Tricholoma 

vaccinum as the multidrug and toxic extrusion (MATE) transporter Mte1 (Krause et al., 
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2015), supporting the efflux of IAA from fungal cells. Several studies show an increased level 

of auxin in mature ECM of Populus trichocarpa-Laccaria bicolor (Vayssières et al., 2015), 

Hebeloma-Pinus and in Piloderma-Quercus (Hermann et al., 2004), highlighting that ECM 

root tips are auxin-rich environment. As fungal auxins stimulate fungal cell elongation and 

hyphal branching from ECM fungi and not from non-mycorrhizal fungi (Debaud and Gay, 

1987; Krause et al., 2015), fungal IAA is likely also required for the observed hyphae 

hyperbranching phenotype at both early and later stages of fungal colonization. At early stage, 

hyperbranching is likely required to enhance the probability of fungal hyphae to encounter 

roots and at later stage (Krause et al., 2015). Hypaphorine from Pisolithus microcarpus is able 

to trigger the expression of auxin-signaling genes and regulate auxin level in Eucalyptus 

globulus Labill. ssp. bicostata roots and could regulate auxin transport (Béguiristain and 

Lapeyrie, 1997; Ditengou et al. 2000; Nehls et al., 1998). In the Laccaria bicolor-Populus 

interaction, lateral root stimulation at early stages of ECM establishment is achieved by 

modulating auxin transporter, in particular by enhancing the basipetal auxin transport (Felten 

et al., 2009). This is achieved likely after the concentration of auxin in root apices increased 

(Felten et al., 2009; Vayssières et al., 2015). 

To conclude, the current working-model is as follows: fungal auxins are synthesized in 

hyphae in the vicinity of roots, secreted and transferred to root cells where it trigger host 

auxin signaling as well as activates auxin production, leading into root growth arrest and 

increased lateral root development (Vayssières et al., 2015).  

b) ECM fungi produce volatile organic compounds as 

signaling molecules to stimulate lateral roots 

development  

Interestingly, stimulation of lateral roots (LR) is also observed in the non-host plant 

Arabidopisis thaliana in indirect contact with either L. bicolor or Tuber melanosporum 

(Spivallo et al., 2009 ; Felten et al., 2009 ; Felten et al., 2010). This suggests fungal 

production of volatiles or diffusibles compounds used as signal-molecules by the plant. 

Interestingly, mutant ein2 of A. thaliana is less sensitive to LR stimulation, suggesting that 

ethylene is likely involved. In addition, some but not all ECM fungi are able to produce 

ethylene (Graham and Linderman, 1980; Rupp and Mudge,1985; Splivallo et al.,2009), 

whereas other are likely able to produce jasmonates (Regvar and Gogala, 1997) or cytokinins 

(Kraigher et al., 1991; Kovac & Zel, 1994). Ethylene and jasmonic acid when applied 

exogenously induce LR development (Swarup et al., 2007; Ivanchenko et al.,2008; Sun et al., 
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2009) whereas this two hormones act as negative regulators of ECM symbiosis establishment 

(Plett et al, 2014). A recent study demonstrated that ectomycorrhizal symbiont L. bicolor 

diffuse at very low concentration the thujopsene, a volatile organic compound belonging to 

the sesquiterpene family, prior any physical contact with the plant (either P. trichocarpa or 

the non mycorrhizal plant A. thaliana) in order to trigger increased lateral root through a 

ROS-dependent mechanism (Ditengou et al., 2015). Laccaria sesquiterpenes likely do not 

target auxin signaling as they do not modify the auxin-reporter DR5::GFP signal intensity and 

spatial distribution (Ditengou et al., 2015). This study highlights that ECM fungi produce 

volatiles as many other microbes able to interact with plants, suggesting a common strategy 

despite the different chemical nature of volatiles (Junker & Tholl, 2013; Bailly et al., 2014; 

Bitas et al., 2013; Schmidt et al., 2015).  

 

  In conclusion, several ECM fungi, by releasing volatiles (e.g. sesquiterpenes) and/or 

hormones (IAA, ethylene, cytokinine), stimulate lateral roots development leading to more 

root surface area to colonize. Several molecules (e.g. fungal IAA) are acting through the 

manipulation of auxin gradient and/or transport, whereas other such as sesquiterpenes act 

independently of auxin. In addition, in some cases IAA also stimulates branching of fungal 

hyphae to enhance both the contact between roots and hyphae and later the Hartig net 

development. However, nothing yet proves this strategy is broadly used by ECM fungi in the 

early steps of interaction. The future identification of more fungal-derived signal molecules 

would elucidate whether a common molecule is required for ECM symbiosis establishment.  

 

B. Control of plant hormone signaling pathways in 

later stages of ECM development 

After hyphae and roots enter in contact, fungal hyphae completely surround small lateral roots 

and will grow intensively within the apoplast of cortical cells to form the Hartig net. Plant 

hormones are likely required at this stage modulate root development, sustain bi-directional 

nutrient fluxes, defend themselves from the intruders and modify/soften their plant cell walls 

to allow fungal colonisation. A recent review (Pozo et al., 2015) highlights that nearly all 

studied phytohormones so far, play a role in AM establishment or functioning. Several studies 

also showed that ethylene (ET), jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) are produced and 
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sometimes accumulated during the interaction between mutualistic fungi and their host plants 

(Hause et al., 2002; Splivallo et al., 2009; Larhmann et al., 2015; Kathabi et al., 2012). 

1. Auxin 

The phytohormone auxin (indole-3-acetic acid [IAA]), known for its central and pleitropic 

roles in plant growth and metabolism (Zhao, 2010; Teale, Paponov & Palme, 2006), is 

considered to be one of the main triggers regulating all of the different steps of LR formation 

(Ditengou et al., 2008;Laskowski et al., 2008; Nibau et al., 2008). In the previous section, we 

tackled the role of fungal IAA at early stages of ECM development. In this paragraph, we will 

discuss the role of auxin in later steps of ECM development. We stated in a previous section 

that fungal IAA perception likely regulates auxin transport genes in roots (Béguiristain and 

Lapeyrie, 1997; Ditengou et al. 2000; Nehls et al., 1998; Felten et al., 2009 ; Vayssières et al, 

2015). In addition to modulation of auxin-transport, ECM development is also altering auxin 

metabolism (in particular amino-acid conjugation is enhanced, Vayssières et al., 2015), and 

auxin signaling. For example, in the early stages of interaction between either L. bicolor or H. 

cylindrosporum with pine, auxin-signaling genes were induced (Charvet-Candela et al., 2002; 

Heller et al., 2012). Similarly, the interaction between Pisolithus tinctorius and oak roots led 

to an induction of auxin-biosynthesis and auxin-signaling related genes (Sebastiana et al., 

2014). Interestingly, in the late stages of the interaction between Piloderma and oak, auxin 

transporters and auxin responsive transcription factors are repressed, suggesting that auxin 

gradients are only important in the early stages of ECM mycorrhizal root formation (Tarkka et 

al., 2013). Hebeloma cylindrosporum transgenic fungus over-producing IAA is able to better 

colonize roots, with the number of colonized roots is increasing by 3-5 times (Gay et al., 

1994). Microscopic analysis of ECM formed by the over-producer of IAA of H. 

cylindropsorum displayed a denser Hartig-net, suggesting a role of fungal IAA at early and 

late stages of ECM development. Gay et al. (1994) proposed that fungal IAA might play a 

role in cell wall loosening at this later stage, whereas Krause et al., (2015) proposed that IAA 

is stimulating hyphae hyperbranching, necessary to form the pseudo-parenchymatic tissues, 

the Hartig net.  

From their studies and other, Vayssières et al., 2015 proposed a working model (i) 

auxin-rich environment in root apices would be achieved partly through fungal IAA uptake 

(ii) auxin-signaling pathway would be triggered leading to more lateral roots, (ii) 

concentration of IAA-conjugate to amino-acids would increase and (ii) part of the auxin 

responses would be repressed in mature L. bicolor-Populus ECM root tips suggesting either a 
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plant auto-regulation of auxin-signaling or the action of a fungal effector able to interact with 

auxin-signaling (Vayssières et al., 2015).  

2. Ethylene 

Using transgenic Populus tremula x tremuloides, Plett et al., 2014 demonstrated that neither 

ACC over-production (Populus overexpressing ACOI1), nor ET insensitivity (Populus etr1-1 

mutants) affect the initial stages of ECM development, namely the mantle formation. 

However, both Poplar plantlets overexpressing ACO1 and treatment with exogenous ACC, 

the precursor of ET, inhibit fungal colonization of the apoplast of rhizodermal cells i.e. the 

formation of Hartig net (Plett et al., 2014). Compromised ethylene-signaling pathway in 

Arabidopsis thaliana also led to a greater fungal colonisation by the root endophyte 

Piriformospora indica (Camehl et al., 2010). More precisely, Ethylene Response Factor 

(ERF1), an ethylene-signaling relay protein, is likely the key regulator in both Populus-L. 

bicolor and A. thaliana-P.indica interactions, as up-regulation of either AtERF1 or PtaERF1 

resulted in a decrease fungal colonisation of rhizodermal cells (Camehl et al., 2009; Plett et 

al., 2014). However, another study showed an opposite result in which A. thaliana impaired in 

ethylene signaling displayed a reduced P. indica root colonization, whereas Arabidopsis 

mutants exhibiting constitutive ethylene signaling, -synthesis or ethylene-related defense 

displayed a better fungal colonization (Kathabi et al., 2012). This suggests that the role of ET 

may also depend on growth and infection conditions. We can hypothesize from these studies 

that ET inhibits Hartig net formation late stages of fungal colonization but not primary stages 

of ECM development mantle formation. Experiments conducted on other host-ECM fungi 

associations are required to assess whether the role of ET in controlling symbiosis 

development is conserved.  

Application of exogenous ACC or overexpression of PtACO1 resulted in the repression of 

genes associated with cell-wall biosynthesis (expansin, pectinesterase, cellulose synthase), 

suggesting a role of ET in controlling plant cell wall composition during fungal colonisation 

(Plett et al., 2014). Ethylene-responsive genes are induced at very late stages of colonization 

as showed by several transcriptomic studies (Plett et al., 2014 ; Tarkka et al., 2013), 

suggesting that ET-signaling is triggered only at late stages of ECM development. However, 

Spivallo et al. (2009) showed that A. thaliana ein2 mutant, insensitive to ET, form less lateral 

roots than the wild-type under indirect contact with Tuber melanosporum. As they showed 

that Tuber melanosporum synthesize ethylene from l-methionine probably through the α-keto-
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γ-(methylthio)butyric acid pathway and concluded that ET signaling trigerred by fungal 

ethylene is essential to cooperate with auxin at early stages of ECM establishment. 

From these studies, it can be suggested that (i) fungal ethylene is required at earliest 

stages of ECM development and acts cooperatively with plant auxins to stimulate LR 

formation, (ii) plant ethylene, while not required at the early stages of the symbiosis, is 

needed to limit fungal growth within root tissues. 

 

3. Jasmonic-acid  

Treatment of Populus trichocarpa roots by jasmonic acid (JA) induces a drastic decrease of L. 

bicolor hyphae penetration, whereas the formation of the mantle is not influenced (Plett et al., 

2014). However, JA is produced when L. bicolor starts to penetrate the apoplastic space 

between rhizodermal cells (Veneault-Fourrey & Schellenberger, unpublished results). 

However, in mature ECM root tips, JA content is decreased when compared to non-ECM 

roots of grey poplar (Populus tremula x Populus alba) (Luo et al., 2009). On the other hand, 

colonisation of A. thaliana roots by the fungal endophyte P. indica also increases JA level in 

roots. JA treatment of Populus roots colonized by L. bicolor triggers the expression of stress-

related genes (e.g. thaumatin-related genes, receptor-like kinases, chitinases), expansin 

encoding genes and represses the expression of cell wall active enzymes (e.g. pectin esterases, 

xyloglucan transferases, pectinases, expansin) (Plett et al., 2014). This suggests an increased 

resistance to fungal colonization and a decrease of cell elongation (Cho & Cosgrove, 2000; 

Hall & Cannon, 2002; Humphrey et al., 2007). Transcriptomic data showed an extensive 

cross-talk between ET and JA transcriptomic changes in ECM root tips of Populus 

trichocarpa (Plett et al., 2014).  

Therefore, it appears that JA and ET are required to set boundaries to fungal 

colonization through a cooperative regulation of cell wall remodelling and triggering of plant 

defences (Plett et al., 2014). It is thus likely that ECM fungi manipulate the local plant 

defence responses to create a localized weakening of the plant immune system. Mutualistic 

fungi use effectors like small-secreted proteins to modulate the impact of these hormones 

(Plett et al., 2014; Kloppholz et al., 2011).  
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III. Secreted fungal effectors, central players in controlling 

symbiosis development? 

A. The effector concept 

Since the proposal of the gene-for-gene concept by Flor (Flor, 1971), intensive research on 

plant pathogenic microorganisms have been undertaken to understand the molecular strategies 

used by plant pathogens to alter and reprogram host metabolism. This research led to 

discovery of small secreted proteins produced by plant-pathogen microbes and called 

effectors, later defined as “Microbial and pest secreted molecules that alter host-cell processes 

or structure generally promoting the microbe lifestyle. Effector functions are as diverse as 

suppressing immune responses or enhancing access to nutrients” (Win et al, 2012).  

Although first effectors were identified as Type 3 Secretion System (T3SS) and Type 4 

Secretion System effectors in pathogenic bacteria (Salmond & Reeves, 1993 ; Christie, 2001; 

Deslandes & Rivas, 2012), effector proteins have been since identified in a very broad range 

of microorganisms including fungi (Lo Presti et al., 2015), oomycetes (Bozkurt et al., 2012; 

Kamoun et al., 2006), nematodes (Mitchum et al., 2013), holoparasitic plants and aphids 

(Pitino et al., 2013; Rodriguez et al., 2013; Lee et al., 2013). The fact that effector or effector-

like proteins are found across several kingdoms suggests that using SSPs as a mean of 

communication to control and manipulate its host in order to promote the interaction is a 

common strategy (Win et al., 2012).  

In addition with this widespread occurrence among plant-microbe interactions, effectors 

biology brought to light a large diversity of subcellular localization and biological targets 

among effectors. Many of the effectors identified so far are internalized by the host cells and 

localized inside the cytoplasm. Once inside they can target a very wide range of organelles 

including nucleus, chloroplast, plasma membrane, endoplasmic-reticulum (Hicks & Galan, 

2013; Block et al., 2014; Petre et al., 2013; Birch et al., 2006). However, more and more 

effectors are also identified in the apoplastic space, between plant cell wall and plasma 

membrane, reveiling another plethora of new targets (Song et al., 2009; Doehlemann & 

Hemetsberger, 2013). Altogether, these researches highlight the ability of effectors to localize 

and target the various subcellular compartments and cellular functions of the host cells in 

order to promote the interaction. Despite this apparent versatility, recent studies highlight that 

effectors from evolutionary distinct plant pathogenic microorganisms physically interact with 
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similar Arabidopsis proteins involved in plant immune system (Mukthar et al., 2011; 

Wessling et al., 2014). Components of plant hormone signaling pathways are common targets 

of effectors of plant pathogenic microorganisms through direct or indirect interaction with 

either phytohormone receptors, transcriptional activators and repressors (Kazan and Lyons, 

2014). 

Considering ECM symbiosis as another type of biotrophic plant-fungal interaction it was 

tempting to hypothesize the presence of effector or effector-like proteins among ECM fungal 

genomes (Martin et al, 2008). However, it is only very recently that experimental 

demonstration showed that mutualistic fungi use SSP as a mean of communication with their 

hosts in order to promote symbiosis.  

B. Mycorrhiza-induced Small Secreted Proteins: the 

symbiotic effectors? 

First genome-wide analysis carried out on L.bicolor-Populus trichocarpa ECM root tips 

revealed a contrasting transcriptomic landscape with the free-living mycelium. Among the 20 

most up-regulated genes during the symbiosis, five of them code for small-secreted proteins 

SSPs (Martin et al., 2008). Due to their strong up-regulation during symbiosis and their size, 

these so-called Mycorrhiza-induced Small Secreted Proteins (MiSSPs) look similar to 

pathogenic small secreted proteins, discovered 30 years ago. L.bicolor MiSSP7, whose 

encoding gene is one of the most up-regulated during symbiosis, is secreted and enter host 

cells where it localizes into the nucleus (Plett et al., 2011). Inside the nucleus, MiSSP7 

interacts with the PtJAZ6 protein (Plett et al., 2014a). JAZ proteins are negative regulator of 

jasmonic-acid signaling pathway. Once jasmonic acid is produced, JAZ proteins are 

ubiquitinylated and degraded in a proteasome-dependent manner (Pauwels & Goossens, 2011; 

Wager & Browse, 2012). MiSSP7 stabilizes PtJAZ6 avoiding its degradation in presence of 

JA. Transcription of target genes is thus repressed. Preliminary results showed that genes 

involved in plant cell wall remodelling and plant defense responses might be target genes 

(Plett et al., 2014). This study highlights that JAZ proteins are cellular hubs targeted by plant-

interacting microbes and required for interactions to proceed. Indeed, JAZ proteins are also 

targets for effectors from plant pathogenic microbes (Jiang et al, 2013; Gimenez-Ibanez et al, 

2014). However, whereas bacterial effectors stimulate JA-signaling pathway, mutualistic 

fungi are decreasing JA-signaling pathway. Availability of Rhizophagus irregularis (formerly 

Glomus intraradices) genome sheds the light on several SSPs whose encoding genes were up-
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regulated during the AM symbiosis with Medicago truncatula. Among them, SP7 has been 

shown to interact with MtERF19, a transcription factor from Medicago truncatula involved in 

plant immune responses (Kloppholtz et al., 2011). By expressing SP7 encoding genes in the 

rice blast fungus, Magnaporthe oryzae, it extends the biotrophic phase of this pathogenic 

fungus, demonstrating the ability of a mutualistic effector to impact life cycle of fungi from 

other lifestyles. In conclusion, mutualistic fungi are impacting hormone signaling pathway as 

effectors from plant-pathogenic microbes do, suggesting similarities between mutualistic and 

pathogenic fungi during early steps of host‟s colonization. It is important to note that the 

expression of MiSSPs has also been found in all mycorrhizal interactions studied so far 

(Kohler et al, 2015) and also in situ in Piloderma croceum-Pinus taeda ectomycorrhizal root 

tips (Lia et al., 2014). 

When comparing the expression of MiSSP genes of L. bicolor in mutualistic interaction with 

P. trichocarpa (Angiosperm) and with Pseudotsuga menziesii (Gymnosperm), a core regulon 

and a variable regulon of MiSSPs was identified (Plett et al., 2014b). The variable regulon 

may explain host specificity. In parallel, proteomic analysis of L.bicolor free-living mycelium 

revealed L.bicolor secretes both cell wall degrading enzymes and proteases as well as nine 

small secreted proteins (Vincent et al, 2012). Computational analysis of Hebeloma 

cylindrosporum genome combined with proteomic-based study of the free-living mycelium 

exoproteome lead to the identification of 869 secreted proteins (Doré et al., 2015). A large 

part (43%) of the proteins of the secretome lacks functional annotation and most of them are 

SSPs (Doré et al., 2015). Interestingly, even though some SSPs are up-regulated during the 

symbiosis, twenty-eight percent of SSPs were expressed in the free-living mycelia (Doré et 

al., 2015). These latter SSPs are mostly well conserved across fungal kingdom (Doré et al., 

2015).  Such SSPs repressed in ECM and/or expressed in FLM and conserved across fungal 

kingdom could have a role in fungal biology likely related to the saprotrophic/decomposer 

stage independent from symbiosis (Doré et al., 2015). Doré et al. also compared the 

expression of SSPs in ECM root tips formed in vitro in synthetic medium with ECM root tips 

formed in greenhouse on organic matter. Several SSPs expressed in in vitro ECM root tips 

were poorly expressed in greenhouse ECM root tips and vice-versa. These two experiments 

indicate that SSP encoding genes may respond not only to host but also to environmental 

signals. Doré et al. proposed that SSPs are integrator of both biotic and abiotic soil 

environment. This will be in accordance with the emerging idea that SSP of plant pathogenic 

fungi may be used also to perform dialogue and competition with other soil microbes 
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(Rovenich et al., 2014). Moreover, in silico comparative analysis of fungal secretomes, 

including 28 saprotrophic and 12 ECM fungal species, showed that saprotrophic fungi possess 

hundreds of small proteins predicted as secreted, demonstrating the presence of SSPs is not 

restricted to biotrophic microrganisms (Pellegrin et al., 2015). Clustering analysis also 

identified clusters of SSPs shared between saprotrophic and ECM fungi, rising the hypothesis 

of a common repertoire of SSPs between saprotrophic and ECM fungi. However, it is difficult 

to assess their importance in fungal lifestyle due to the lack of transcriptomic and functional 

data. 

Altogether, these results clearly show that mutualistic fungi secrete and use effector 

proteins to manipulate their hosts in particular by targeting ET or JA-signaling pathway. 

Considering the diversity of effector proteins as demonstrated by studies on pathogenic 

effectors, mycorrhizal fungi might use an equivalent strategy to setup their interaction. 

However, available litterature on mututalistic effectors is still very poor and functional 

analyses of new effector proteins are required to clarify and detail how mycorrhizal fungi 

coordinate their activity with their host plant (Plett & Martin, 2015). In addition, 

understanding how these effectors have evolved from their saprotrophic ancestors is one of 

the next challenge. 

IV. Perspectives and future research 

Availability of –omics data provided an effective stepping-stone for functional analysis.  

Combination of transcriptionnal and functional analysis sheds the light on MiSSPs for both 

arbuscular and ectomycorrhizal fungi. This discovery of mutualistic effectors has large 

consequences, as pathogenic interactions (and N-fixing rhizobacteria) were the only one 

known to employ small secreted proteins to manipulate their host and promote the interaction.  

It is now a challenge to decipher of the numerous identified “symbiosis effectors” considering 

their lack of similarities with proteins with known function. However, this step forward is 

necessary to understand the development and functioning of ectomycorrhizal symbiotic 

interaction and gain a better view on effectors role in plant-microbe interactions.  

Furthermore, the presence of SSPs expressed during free-living stages of the ectomycorrhizal 

symbionts H.cylindrosporum and L.bicolor indicate that ECM fungi use SSPs to fullfill both 

symbiotic and non-symbiotic functions (Doré et al., 2015 ; Plett et al., 2015). Therefore, it 

will be of great interest to study the role of SSPs in saprotrophic fungal species and in the 
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free-living mycelium of ECM fungal species to test whether they have similar function or 

whether neofunctionalization occurred. Although our understanding of ECM symbiosis has 

greatly increased in the last ten years, there are still a lot of questions to adress to understand 

the symbiotic signaling pathways:  

 To what extend environment and host affect evolution of ECM fungi genomes? 

 Are symbiotic effectors a widespread strategy within mutualistic interactions and how 

do they impact the host development and metabolism?  

 At which time these effectors are secreted and where do they localize inside the plant 

root cortex?  

 Most importantly, what are the host proteins and functions targeted by fungal 

symbiotic effectors (MiSSPs). 

 Is there SSPs from the host targeting mycobiont proteins and functions? 

 

All these questions are challenging as each ECM fungus seems to possess its own symbiotic 

toolbox, but combination of –omics technologies and functional analysis will help dissecting 

of this belowground symbiotic relationships. 
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Graphical abstract : Signaling processes at the ectomycorrhizae symbiotic interface.  

Several different processes occur during the ontogenesis of ectomycorrhizal symbiosis. Pre-

symbiotic phase is driven by root exudates, volatils (VOC) and fungal indole acid acetic 

(IAA). IAA leads to root growth arrest and stimulates fungal hyphae branching. After mantle 

formation, fungal hyphae penetrate within the apoplast. Plant cell wall-degrading enzymes are 

secreted into the apoplastic space in order to reshape plant and fungal cell walls and create the 

symbiotic interface. At the same time, fungus release small secreted proteins likely involved 

in either symbiotic interface (apoplastic effectors) or in reprogramming host physiology, 

immunity (cytoplasmic effectors) in order to promote symbiosis. Finally, a bi-directionnal 

exchange of nutrients is set between the plant and fungus within the Hartig-net, leading to a 

long-term mutualitic symbiosis. 
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Termes employés Définition 

SSPs Protéines de moins de 300 acides aminés sécrétées à l‟extérieur du microorganisme 

(souvent, mais pas uniquement, grâce à un peptide signal présent en N-terminale 

de la protéine) 

  

Effecteur Molécules/protéines sécrétées par un microorganisme altérant des processus 

cellulaires et/ou des structures de l‟hôte en vue de promouvoir l‟interaction (Win et 

al, 2012)  

  

Effecteur 

candidat 

Molécules/protéines possédant des propriétés (induction par la présence de l‟hôte, 

localisation subcellulaire in planta, phénotype généré chez l‟hôte) suggérant un 

rôle d‟effecteur.  

  

MiSSPs Petites protéines sécrétées induites pendant la mycorhize, considérées comme des 

effecteurs candidats 

 

Tableau 1 : Définitions des termes utilisés dans ce manuscrit en rapport avec la notion 

d‟effecteurs. 

 

 

 

Figure 3 : Détection des PAMPs par les récepteurs PRR associés. Des composés 

microbiens (protéines, sucres), dénommées dès lors PAMPs (Pathogen Associated Molecuar 

Pattern), sont relargués par l‟agent phytopathogène au cours de l‟infection et reconnus par des 

récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor) spécifiques, élicitant une réaction de défense 

associée. Certains effecteurs (tels que les effecteurs possédant un domaine LysM) ciblent les 

PAMPs (Ec6, Avr4) ou le récepteur PRR (Slp1) afin d‟empêcher la reconnaissance de l‟agent 

phytopathogène. Tiré de Monaghan & Zipfel, 2012. 
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Les effecteurs  

Dans cette partie, je me focalise sur les protéines effectrices apoplastiques et cytoplasmiques 

des microorganismes filamenteux avant de décrire les points communs connus avec les 

champignons mutualistes. Les notions d‟effecteurs, d‟effecteurs candidats, de SSPs et de 

MiSSPs sont définies dans le Tableau 1. 

1. Les effecteurs apoplastiques 

L‟apoplaste est la première zone à être colonisée par les champignons filamenteux, qu‟ils 

soient pathogènes, endophytes ou mutualistes. Cette zone constitue une première ligne de 

défense et distingue les microorganismes étrangers en reconnaissant des PAMPs (Pathogen 

Associated Molecular Pattern) via les récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor, Figure 

3), déclenchant le PTI (PAMPs Triggered Immunity). Le PTI implique des réponses de 

défenses (notamment la production d‟espèces réactives d‟oxygènes) et la sécrétion de 

molécules inhibitrices PR (chitinases, protéases, beta glucanases). Ainsi, les microorganismes 

pathogènes, notamment les champignons filamenteux, produisent des effecteurs qualifiés 

d‟apoplastiques pour inhiber ces réactions de défenses. 

Séquestration des PAMPs  

Dans le cas d‟une colonisation par les champignons filamenteux, l‟action enzymatique de 

chitinases sécrétées dans l‟apoplaste par la plante va amener à la libération d‟oligomères de 

chitine dans la zone apoplastique (Malinovsky et al, 2014). Ces oligomères, considérés 

comme des PAMPs, pourront être détectés par des protéines PRR (Pattern Recognition 

Receptor) de la membrane plasmique des cellules végétales (Shinya et al, 2012). La 

reconnaissance de la chitine par les récepteurs PRR va permettre la détection du champignon 

par la plante et éliciter des réactions de défenses (Monaghan & Zipfel, 2012). Plusieurs 

stratégies existent chez les champignons phytopathogènes pour empêcher leur reconnaissance 

par les protéines PRR de la plante. La première a été mise en évidence avec l‟effecteur Ecp6 

sécrété par le champignon pathogène de tomate Cladosporium fulvum (de Jonge et al, 2010). 

Le domaine protéique conservé LysM d‟Ecp6 permet l‟interaction et la séquestration des 

fragments de chitines relargués (Figure 4 ; Sanchez-Vallet et al, 2013). Chez le même 

champignon, la seconde stratégie consistant à protéger les hyphes de l‟action des chitinases 

est aussi mise en œuvre par l‟intermédiaire d‟un autre effecteur, Avr4 (van der Burg et al, 

2006). On retrouve aussi ce mode d‟action chez les effecteurs Mg1LysM et Mg3LysM du 

champignon hémibiotrophe Mycosphaerella  
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Figure 4 : Interaction entre les domaines LysM de l‟effecteur Ecp6 et un tétramère de 

chitine.  

Le champignon filamenteux pathogène Cladosporium fulvum sécrète l‟effecteur ECP6 dans 

l‟espace apoplastique afin de capter les oligomères de chitine relargués par la paroi fongique 

et empêcher leur détection par les protéines PRR (Pattern Recognition Receptor) de la plante. 

Tiré de Sanchez-Vallet et al, 2013 

 

Figure 5 : Inhibition de l‟activité protéasique par les effecteurs de pathogènes. A l‟heure 

actuelle, cinq effecteurs de microorganismes pathogènes ciblent l‟activité protéasique 

présente dans l‟apoplaste des cellules végétales. Tiré de Jashni et al, 2015. 
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graminicola (Marshall et al, 2011). L‟effecteur SLP1 du champignon Magnaporthe oryzae, ne 

protège pas les hyphes de M.oryzae de l‟action des chitinases végétales mais en rentrant en 

compétition avec les oligomères de chitines au niveau des récepteurs PRR CEBiP et CERK1 

impliqués dans la détection de la chitine (Mentlak et al, 2012 ; Shimizu et al, 2010). En 

parallèle de la reconnaissance des oligomères de chitine, les β(1-3)(1-6)-glucanes présents 

dans la paroi fongique et les β(1-3)-glucanes/α-glucanes présents dans la paroi végétale sont 

suspectés d‟être reconnus par un récepteur membranaire similaire au récepteur Dectin1 des 

mammifères et impliqué dans la réponse immunitaire associé à la reconnaissance de β(1-3)(1-

6)-glucanes. On peut donc suspecter la présence d‟un récepteur similaire chez les plantes et 

potentiellement la présence d‟effecteurs ciblant spécifiquement les β-glucanes (Fesel & 

Zuccaro, 2015).  

On observe donc dans l‟apoplasme trois stratégies différentes impliquant des effecteurs et la 

chitine, toutes ayant pour but final d‟empêcher la détection du pathogène par le système 

immunitaire de la plante. On suspecte aussi les β-glucanes d‟être des PAMPs détectés par la 

plante, bien que des données manquent encore. 

Inhibition des protéases 

L‟apoplaste est directement acteur des réactions de défenses par la sécrétion de protéases 

impliquées dans la réponse hypersensible et les réponses dépendantes de l‟acide salicylique. 

Cette stratégie de défense est fortement visée par les organismes pathogènes par 

l‟intermédiaire de nombreux effecteurs dont le rôle est d‟inhiber l‟activité des protéases à 

cystéines (Figure 5 ; Song et al, 2009 ; Rooney et al, 2005). Par exemple, l‟effecteur Pit2 

sécrété par U. maydis est capable d‟inhiber l‟activité protéase à cystéine de type papaïne de 

maïs de l‟hôte via un domaine protéique conservé de 14 acides aminés suffisant pour obtenir 

une activité inhibitrice (Mueller et al, 2013). Les protéases sont régulées par la présence 

d‟inhibiteur naturel sécrété par la plante, les cystatines (van der Linde, 2012 ; Benchabane et 

al, 2015). Un des effecteurs de l‟oomycète Phytophtora infestans, EPIC2B, est capable de 

mimer l‟action de la cystatine et d‟inhiber les protéases RCR3 et PP1 en venant se fixer sur le 

site catalytique à cystéine de celles-ci, bloquant leur activité (Kaschani et al, 2010 ; Song et 

al, 2009 ; Tian et al, 2007). Les protéases à sérine sont aussi ciblées par au moins deux 

effecteurs de P. infestans, EPI1 et EPI10 (Tian et al, 2004, Tian & Kamoun, 2005). D‟autres 

effecteurs n‟ont pas de rôle direct dans l‟inhibition de l‟activité des protéases mais empêche 

leur sécrétion dans l‟apoplaste (Bozkurt et al, 2011). 
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Figure 6 : Processus d‟invasion de l‟hôte chez les champignons pathogènes et 

mutualistes. Les champignons pathogènes et mutualistes utilisent une diversité de processus 

de pénétration et de colonisation de leurs plantes hôtes, quelque soit leurs styles de vies : 

nécrotrophe (a), biotrophe (b), symbiotique (c) ou hémibiotrophe (d). Adapté de Lo Presti et 

al, 2015. 
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Inhibition des péroxydases 

Lors d‟une agression par un microorganisme pathogène (Bolwell & Wojtaszek, 1997) ou d‟un 

stress abiotique (Singh Gill & Tuteja, 2010),  les plantes produisent des espèces réactives de 

l‟oxygène soit à des fins de signalisation (Kwak et al, 2003 ; Foreman et al, 2003), soit pour 

provoquer une mort cellulaire et stopper la progression de l‟organisme phytopathogène 

(Scheller et al, 2006 ; Torres et al, 2006). Ces espèces réactives de l‟oxygène, tel que l‟anion 

superoxyde O2
-
, le peroxyde d‟hydrogène H2O2 ou le radical hydroxyle OH

-
, sont produits 

principalement chez la plante par deux enzymes : les NADPH-oxidases associées au 

membrane plasmique (Keller et al, 1998) et les péroxydases apoplastiques ou pariétales 

(Bindschedler et al, 2006). Le champignon phytopathogène biotrophe U. maydis bloque la 

production d‟espèce réactive de l‟oxygène en sécrétant la protéine effectrice Pep1 qui va 

inhiber une peroxydase de la plante hôte (Hemetsberger et al, 2012), empêchant la formation 

du « burst oxydatif », responsable du phénotype de mort cellulaire et associé à la réponse 

hypersensible (Morel & Dangl, 1997). Ce mécanisme basé sur les espèces réactives de 

l‟oxygène est aussi présent dans le cadre de la symbiose mycorhizienne et est suspecté de 

jouer un rôle de signalisation dans les étapes précoces de la symbiose (Baptista et al, 2007, 

Fester & Hause, 2005). A l‟heure actuelle, aucun effecteur ne ciblant les mécanismes à 

l‟origine du burst oxydatif chez les champignons mycorhiziens n‟a été mis en évidence. 

Les effecteurs cytoplasmiques 

Transfert des effecteurs cytoplasmiques  

Les effecteurs cytoplasmiques sont des petites protéines transférées depuis le microorganisme 

jusqu‟au cytoplasme de la cellule de l‟hôte. Chez les champignons phytopathogènes, cette 

étape intervient après la colonisation de la plante hôte par les hyphes. Cette colonisation peut 

se limiter au compartiment apoplastique, telle qu‟observé chez le champignon 

phytopathogène biotrophe C. fulvum ou le symbionte L. bicolor (Figure 6), ou passer par une 

colonisation intracellulaire comme chez le symbionte endomycorhizien R. irregularis (à la 

différence que le symbionte ne pénétre pas le cytosol mais se développe entre la paroi 

végétale et la membrane plasmique) ou le champignon hémibiotrophe M. oryzae (Figure 6). 

Ces colonisations intra (ou pseudo intra) cellulaire aboutissent à la formation d‟un organe 

spécialisé, tel que l‟haustorium, l‟appressorium, le complexe d‟interface biotrophique ou 

l‟arbuscule (Giraldo & Valent, 2013). Ces organes assurent une double fonction chez les 

organismes phytopathogènes : ils permettent aux phytopathogènes de capter les ressources 



 62 

nutritives présentes dans la cellule végétale, fournissant le carbone nécessaire pour compléter 

le cycle sexuel de l‟organisme, et délivre les effecteurs dans le cytoplasme de la cellule 

végétale (observable in vivo chez M. oryzae, Khang et al, 2010). La présence d‟une structure 

spécialisée n‟est pas pour autant une condition obligatoire à la translocation d‟effecteurs. La 

famille des effecteurs Crinklers, mise en évidence chez les oomycètes, possèdent un motif 

d‟adressage au noyau dans leur partie N-terminale, l‟activité effectrice étant situé dans la 

région C-terminale (Schornack et al, 2010). Ce motif est conservé parmi les effecteurs 

candidats d‟autres oomycètes et se révèle fonctionnel, y compris chez Aphanomycetes 

euteiches, un oomycète parasite de légumineuses qui ne produit pas d‟haustoria pour délivrer 

ses effecteurs, suggérant un mécanisme de translocation indépendant de la formation d‟un 

organe de sécrétion spécialisé (Schornack et al, 2010). Chez les champignons et oomycètes, le 

motif d‟adressage RXLR dEEE a longtemps été discuté comme étant impliqué dans la 

translocation des effecteurs via l‟interaction avec le phosphatidyl-inositol 3-phosphate 

extracellulaire avant endocytose par la cellule (Kale et al, 2010 ; Plett et al, 2011). 

Néanmoins, ces résultats ont été sujets à débats et controverses. Une étude démontrant la non-

implication de ce motif dans la translocation de deux effecteurs a aussi été publiée (Wawra et 

al, 2013). Ainsi, les mécanismes moléculaires permettant la translocation des effecteurs des 

champignons et oomycètes jusqu‟à l‟hôte restent assez peu clairs (Petre & Kamoun, 2014). 

 

Localisation des effecteurs cytoplasmiques   

Une fois transférés dans le cytoplasme, les effecteurs vont cibler le compartiment 

subcellulaire dans lequel se trouvent leurs partenaires d‟interaction. Les recherches sur les 

effecteurs de microorganismes phytopathogènes ont démontré leur très grande diversité de 

localisation subcellulaire, touchant quasiment tous les organelles et compartiments (Rivas & 

Genin, 2011 ; Rovenich et al 2014) : réticulum endoplasmique (McLellan et al, 2013), le 

tonoplaste (Caillaud et al, 2012), les chloroplastes et mitochondries (Petre et al, 2015a), les 

plasmodesmes (Caillaud et al, 2014). Cette diversité de localisation subcellulaire se retrouve 

pour un répertoire d‟effecteurs candidats d‟un même agent phytopathogène, tel que le 

biotrophe obligatoire Melampsora larici-populina (Petre et al, 2015b). Un effecteur de la 

rouille du Peuplier parvient à cibler les chloroplastes par l‟intermédiaire d‟un motif 

d‟adressage situé dans sa partie N-Terminale, ce motif étant similaire à ceux présents dans les 

protéines végétales adressées au chloroplaste (Petre et al, 2015a). On peut alors se demander 
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s‟il existe un découplage entre la séquence protéique permettant l‟adressage de l‟effecteur à 

l‟organelle cible et la séquence protéique nécessaire à la réalisation de son activité effectrice, 

ces deux séquences étant portées par des régions différentes de l‟effecteur. 

Fonctions des effecteurs cytoplasmiques  

Régulation de l‟expression des gènes de l‟hôte 

Une fois l‟effecteur adressé à son compartiment cible, il réalise son activité effectrice en 

altérant le métabolisme et la physiologie de l‟hôte par une interaction avec des cibles 

végétales de nature nucléique (Figure 7, ADN, ARN) ou protéique (Rovenich et al, 2014). 

Les effecteurs cytoplasmiques peuvent altérer l‟expression des gènes végétaux en se fixant 

directement à l‟ADN. Cette propriété a été démontrée chez des effecteurs de bactéries, 

notamment la famille des TAL effecteurs (Kay et al, 2007), la plus connue et étudiée pour ses 

nombreux débouchés appliqués (Bogdanove et Voytas, 2011 ; Moore et al, 2012). Cette 

famille d‟effecteurs de bactéries identifiés chez Xanthomonas puis Ralstonia solanacearum et 

Burkholderia rhizoxinica localisent dans le noyau grâce à une séquence d‟adressage NLS 

(Nuclear Localization Signal). Grâce à une séquence répétée d‟environ 30 acides aminés, 

l‟effecteur se fixe sur une séquence promotrice d‟un gène cible dont l‟expression se trouve 

altérée (Boch & Bonas, 2010). Cette propriété de modification spécifique à l‟ADN est 

maintenant utilisée en biotechnologie (Liu et al, 2014). Chez les microorganismes 

filamenteux, des effecteurs d‟oomycètes peuvent se fixer à l‟ADN (Vargas et al, 2015), 

induirent une régulation de gène codant des protéines HSP (Song et al, 2015) ou des 

dommages à l‟ADN sous forme de cassure double-brin (Ramirez-Garcès, 2016). Les 

effecteurs cytoplasmiques peuvent aussi interférer avec l‟expression génique en interférant 

avec les mécanismes de « silencing » de l‟ARN (Qiao et al, 2013). Il reste à démontrer que les 

effecteurs candidats de H. arabidopsidis localisant dans le noyau (Caillaud et al, 2012) et les 

effecteurs candidats de M. larici-populina et L. bicolor localisant dans le nucléole (Petre et al, 

2015a; Chapitre IV de ce manuscrit) sont capables de se fixer sur séquence nucléique. 

Dérégulation des voies de biosynthèses et de signalisation 

hormonales 

Certains effecteurs de champignons phytopathogènes ciblent les voies hormonales des plantes 

qu‟ils infectent. Chez Ustilago maydis, champignon pathogène du maïs, l‟effecteur Shy1 

possède une activité salicylate hydroxylase lui permettant de dégrader l‟acide salicylique, 

phytohormone fortement impliquée dans les réactions de défenses (Yan & Dong, 2014) mais 
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Figure 7 : Diversité de cibles chez les effecteurs de microorganismes pathogènes 

filamenteux. Les effecteurs sécrétés par les microorganismes filamenteux pathogènes 

(champignons et oomycètes) sont capables d‟interagir avec une grande variété de cibles de 

nature nucléique (ADN et ARN), protéique (protéases, répresseur transcriptionnelle), 

polysaccharidique (chitine) ou des précurseurs d‟hormones. Tiré de Rovenich et al, 2014. 

Figure 8 : Régulation des voies hormonales par le protéasome 26S. Les voies hormonales 

de l‟auxine, acide gibbérellique, acide jasmonique et éthylène utilisent toutes un système de 

régulation basé sur la présence de répresseur transcriptionnel dégradé par le protéasome 26S 

en présence de l‟hormone. Tiré de Wolters & Jürgens, 2009.

 



 65 

aussi dans des processus de croissance et développement (Rivas-San Vicente & Plasencia, 

2011). Chez le même agent pathogène, l‟effecteur Cmu1 convertit le chorismate (un 

précurseur de l‟acide salicylique) en phéphrénate par l‟intermédiaire de son activité 

chorismate mutase. Ces deux effecteurs perturbent donc le métabolisme de l‟acide salicylique 

en ciblant directement l‟hormone ou un de ses précurseurs (par une intervention sur la voie de 

biosynthèse). Le champignon nécrotrophe Botrytis cinerea sécréte un exopolysaccharide 

(composé de β(1-3)(1-6)-D-glucanes) visant à stimuler la voie de l‟acide salicylique, 

entrainant une répression de la voie de signalisation dépendante de l‟acide jasmonique (El 

Oirdi, 2011). Le champignon phytopathogène, dans ce cas, exploite un mécanisme de 

régulation préexistant chez la plante. Cette régulation se base sur la présence d‟une protéine 

répresseur (JAZ, DELLA, Aux-IAA, EIN3) qui séquestre les facteurs transcriptionelles (ARF, 

PIF, MYC2, EIN3, BIC2) nécessaires à la transcription des gènes cibles. La fixation de 

l‟hormone sur le répresseur va favoriser l‟assemblage d‟un complexe protéique visant à 

ubiquitinyler le répresseur afin qu‟il soit dégradé par le protéasome 26S. Une fois dégradé, le 

facteur de transcription est libéré et peut se fixer sur les séquences promotrices des gènes 

cibles (Figure 8). Là aussi, les données disponibles proviennent majoritairement d‟effecteurs 

bactériens (Kazan & Lyons, 2014) ciblant les protéines répresseurs de ces voies hormonales 

pour favoriser leur dégradation (Cui et al, 2013).  

En conclusion de cette partie, les effecteurs déjà caractérisés chez les champignons 

filamenteux visent à altérer les activités enzymatiques (chitinases, protéases, péroxydases), les 

éliciteurs de réactions de défenses (chitine, potentiellement les β-glucanes), la signalisation 

hormonale et l‟expression génique. D‟autres effecteurs sont étudiés à l‟heure actuelle mais 

sans que l‟on possède pour l‟instant leur mécanisme d‟action détaillé. C‟est le cas de 

l‟effecteur ToxA du champignon nécrotrophe Pyrenophora tritici-repentis, localisant dans les 

chloroplastes (Manning & Ciufetti, 2005). ToxA interagit avec la protéine végétale ToxABP1 

(Manning et al, 2007), orthologue d‟une protéine d‟A. thaliana impliquée dans le processus de 

formation des thylakoïdes, mais l‟action précise de ToxA sur ToxABP1 reste indéterminée 

(Manning et al, 2010). 
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Quid des effecteurs chez les symbiotes ? 

La recherche sur les protéines effectrices a démarrées à partir du concept de Flor (1970) sur la 

relation gène pour gène. La grande majorité des travaux réalisés sur les effecteurs aujourd‟hui 

concernent les effecteurs présents chez les microorganismes phytopathogènes, en lien avec 

leur implication forte dans la virulence de ces microorganismes. Néanmoins, il existe 

maintenant des microorganismes modèles non pathogènes étudiés pour leur capacité à utiliser 

des protéines effectrices comme moyen de communication et stratégie d‟interaction. Outre les 

champignons mycorhiziens L. bicolor et R. irregularis décrits dans le chapitre précédent, le 

champignon Piriformospora indica, un champignon mutualiste endophyte de l‟ordre des 

Sebacinales, possèdent lui aussi des protéines effectrices (Raffiqi et al, 2013 ; Akum et al, 

2015) afin de promouvoir la symbiose mutualiste qu‟il met en place avec une très large 

gamme d‟hôte (Qiang et al, 2012). Cette manipulation de l‟hôte végétal semble notamment 

impacter les voies hormonales de régulation de l‟acide jasmonique et gibbérellique ainsi que 

la voie de l‟auxine (Schaffer et al, 2009). Chez les champignons, seul L. bicolor et R. 

irregularis sont rapporté comme utilisant des protéines effectrices ciblant respectivement les 

voies de l‟acide jasmonique (Plett et al, 2014) et de l‟éthylène (Kloppholz et al, 2011).  La 

recherche sur les protéines effectrices ne se limite donc pas aux organismes pathogènes et 

s‟intéresse aux mécanismes de translocation, à la localisation et aux fonctions des effecteurs, 

en différenciant les effecteurs présents dans la zone apoplastique des effecteurs actifs dans le 

cytoplasme. Il existe donc des similarités entre les microorganismes mutualistes et 

phytopathogènes dans leur stratégie de colonisation de l‟hôte végétal. Il y a néanmoins un 

manque de données concernant les effecteurs d‟organismes filamenteux, qu‟ils soient des 

champignons ou des oomycètes, particulièrement ceux ayant un style de vie non pathogène. 

Les recherches actuelles sur les champignons ectomycorhiziens étudient donc la diversité de 

fonctions et de localisations d‟effecteurs candidats, dans le but d‟élucider les similitudes et 

divergence existant entre les effecteurs de champignons mutualistes et les champignons 

pathogènes. 
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Figure 9 : Analyses fonctionnelles précédemment menées sur les MiSSPs de L. bicolor. 

Depuis l‟obtention du génome de L. bicolor en 2008, plusieurs démarches ont été mises en 

œuvre pour étudier l‟implication des MiSSPs dans la symbiose ectomycorhizienne. 
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Objectifs de thèse 

Les premières recherches concernant les MiSSPs se sont focalisées sur les MiSSPs les plus 

fortement induites lors de l‟interaction symbiotique, telles que MiSSP7, MiSSP8, MiSSP17 et 

MiSSP22 (Figure 9). Ces travaux visaient à vérifier la sécrétion effective de ces MiSSPs dans 

le milieu extérieur, ainsi qu‟à rechercher d‟éventuels partenaires protéiques cibles 

d‟interactions (thèse de Yohann Daguerre). De plus, une collaboration avec le laboratoire du 

Professeur Alejandro Pardo (Université de Quilmes, Argentine), a permis l‟obtention de 

lignées de mutants ARNi de L. bicolor S238N affectés dans l‟expression des gènes codant les 

MiSSPs précédemment citées et suggère que certains MiSSPs sont des effecteurs de 

symbiose. 

 Les recherches effectuées se sont alors focalisées sur la protéine MiSSP7 dont le gène était le 

plus fortement surexprimé en condition de symbiose et ont abouti à la mise en évidence d‟une 

interaction entre MiSSP7 et la protéine PtJAZ6 du Peuplier résultant en la stabilisation de 

PtJAZ6 par MiSSP7 durant la symbiose ectomycorhizienne (Plett, Daguerre, Wittulsky et al 

2014). Cette étude démontre que MiSSP7 est un des acteurs majeurs dans l‟établissement de 

l‟interaction symbiotique, notamment en altérant la régulation de la voie de signalisation de 

l‟acide jasmonique au cours de la symbiose (Plett et al, 2011 ; Daguerre, 2014), un 

mécanisme alors rencontré uniquement chez les microorganismes phytopathogènes (El Oirdi 

et al, 2011). Néanmoins, cet effecteur ne peut être considéré comme représentatif de l‟action 

de l‟ensemble des MiSSPs surexprimées en contexte de symbiose, les effecteurs de 

microorganismes pathogènes étant connus pour posséder une grande variabilité de cibles et de 

localisations. On peut donc émettre l‟hypothèse que les effecteurs de Laccaria bicolor aurait 

eux aussi une diversité de localisation et de fonction qu‟il est nécessaire d‟étudier pour mieux 

comprendre comment L. bicolor établi une symbiose avec son hôte végétal 

Néanmoins, il manquait une analyse détaillée de la composition du sécrétome des 

champignons ectomycorhiziens, notamment l‟importance qu‟occupent les petites protéines 

sécrétées (SSPs) dans ces sécrétomes. Bien que la protéine MiSSP7 ait été démontrée comme 

étant capable d‟être adressée au noyau de la cellule végétale, la localisation subcellulaire in 

planta d‟autres effecteurs de symbiose est inconnue, rendant difficile la compréhension du 

dialogue moléculaire entre L. bicolor et son hôte ainsi que l‟impact des MiSSPs dans ce 

dialogue. De plus, l‟analyse fonctionnelle a permis de mettre en évidence des interactants 
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potentiels par double hybride en levure pour deux effecteurs candidats mais sans apporter 

davantage d‟informations sur les fonctions de ces effecteurs. 
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Les objectifs de ma thèse ont donc été définis de manière à apporter des données 

expérimentales concernant (1) la composition du sécrétome des champignons 

ectomycorhiziens, (2) la localisation subcellulaire d‟un jeu d‟effecteurs MiSSPs potentiels et 

(3) la fonction de l‟effecteur MiSSP8. Ces trois problématiques de recherches ont été 

abordées avec une approche multidisciplinaire associant approches bioinformatiques et 

approches fonctionnelles (Encadré 1).  

1. Y-a t-il des différences entre le sécrétome des champignons 

ECM et le sécrétome des champignons saprotrophes? Que 

représentent les SSPs dans ces sécrétomes ? Existe t-il des SSPs 

partagées entre champignons saprotrophes et ectomycorhiziens.  

Le premier objectif de ma thèse est de réaliser une analyse comparative in silico de 49 

sécrétomes de champignons. Le jeu de génomes, composé majoritairement de génomes de 

champignons ectomycorhiziens (11) et saprotrophes (28), est complété par des sécrétomes de 

champignons pathogènes, mycoparasite, mycorhizien à éricoïde et orchidées ainsi qu‟une 

levure, afin de mieux évaluer l‟impact du style de vie fongique sur la composition du 

sécrétome. L‟analyse se focalise en particulier sur la recherche de SSPs partagées entre 

champignons saprotrophes et ectomycorhiziens ou, au contraire, spécifiques de l‟un des deux 

styles de vies. L‟analyse de ces sécrétomes vise à mieux appréhender la proportion de SSPs 

présente dans les sécrétomes de champignons et à identifier des effecteurs candidats 

spécifiques au style de vie ectomycorhizien. Ces résultats ont été publiés dans le journal en 

ligne Frontiers in Microbiology. 

Où sont localisés les MiSSPs de L. bicolor dans la cellule végétale ?  

Le second objectif de ma thèse vise à évaluer la capacité de onze effecteurs potentiels MiSSPs 

de L. bicolor à être adressés à des compartiments subcellulaires distincts lorsqu‟exprimés 

dans la cellule végétale, permettant d‟évaluer la capacité des MiSSPs à cibler le métabolisme 

végétal lors de la symbiose de manière similaire aux effecteurs de pathogènes. Cette 

démarche devrait aussi permettre d‟identifier des effecteurs potentiels qui pourront par la suite 

faire l‟objet d‟une analyse fonctionnelle afin d‟élucider leur cible et leur mécanisme 

d‟interaction, dans la continuité des travaux précédemment réalisés sur l‟effecteur MiSSP7. 

L‟utilisation d‟un système hétérologue pour l‟expression des MiSSPs, à savoir la plante 

modèle Nicotiana benthamiana, permet d‟obtenir dans un délai réduit des informations quant 

à la localisation subcellulaires d‟effecteurs potentiels. L‟application de cette démarche 
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permettra aussi d‟évaluer la fiabilité d‟un système hétérologue pour étudier des effecteurs 

candidats d‟un symbiote mycorhizien. 

Quel est l‟interactant de MiSSP8  ? D‟où provient son motif répété  ?  

Enfin, le troisième objectif de ma thèse est de poursuivre l‟analyse fonctionnelle de l‟effecteur 

MiSSP8 de L. bicolor en associant des démarches de biologie moléculaire, biochimie, 

biophysique et immunologie afin d‟identifier son interactant et poursuivre son analyse 

fonctionnelle. MiSSP8 est la seconde MiSSPs la plus induite durant la symbiose (Martin et al, 

2008) et il a été montré que les mutants ARNi pour missp8 ne sont pas capables de former des 

mycorhizes. Les précédents résultats obtenus ont aussi mis en évidence des partenaires 

d‟interactions protéiques qu‟il est nécessaire de confirmer par l‟intermédiaire d‟une méthode 

alternative. MiSSP8 contient enfin un motif répété en C-terminale dans sa séquence non 

référencé dans les bases de données existantes et potentiellement impliqué dans sa fonction.  



 77 

 Présentation du modèle d‟étude 

Mon projet de thèse s‟inscrit dans un programme de recherche s‟intéressant aux interactions 

biotrophes entre les microorganismes et les arbres. Il consiste plus particulièrement en l‟étude 

de l‟interaction mutualiste établie entre le champignon ectomycorhizien Laccaria bicolor et le 

peuplier, Populus trichocarpa ou le sapin de Douglas Pseudotsuga menziesii. 

1. Populus trichocarpa 

Le Peuplier est un arbre modèle de la famille des Salicacées (Angiospermes) présent dans 

l‟ensemble de l‟hémisphère Nord. Cet arbre est cultivé, notamment en France, du fait de sa 

croissance rapide et de ses applications (industrie du papier, biocarburant). Son génome est le 

premier génome d‟arbre disponible (Tuskan et al, 2006), faisant de cet arbre un organisme 

modèle aussi bien en biologie végétale que dans le domaine des interactions plantes-

microorganismes (Jansson & Douglas, 2007 ; Cronk, 2005). Le Peuplier est en effet à la fois 

un hôte de L. bicolor mais aussi du champignon pathogène Melampsora larici-populina, 

biotrophe obligatoire possédant un cycle hétéroécique constitué d‟une phase biotrophe 

principale sur le Peuplier avec une phase de latence sur le mélèze utilisé comme hôte 

alternant. Le taux de mycorhization de L. bicolor avec Populus tremula x alba 717-1-B-4 est 

inférieur à celui observé chez l‟hôte naturel de L. bicolor, le sapin de Douglas (Pseudotsuga 

menziesii) (Plett et al, 2015). L‟hybride Populus tremula x alba cultivar 717-1-B-4 présente la 

particularité d‟être transformable, ce qui en fait un modèle utilisable pour des approches de 

biologie moléculaire et de génétique inverse (Song et al, 2006).  

2. Pseudotsuga menziesii 

Le Pin douglas fait partie de la famille des Pinacées (Gymnospermes) et se trouve 

essentiellement en Amérique du Nord. Bien qu‟étant l‟hôte naturel de L. bicolor, avec un fort 

taux de mycorhization en serre, son génome n‟est, à l‟heure actuelle, pas encore disponible.  
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Figure 10 : Laccaria bicolor et ses hôtes végétaux. Le champignon basidiomycète Laccaria 

bicolor et ses deux hôtes végétaux, le Peuplier Populus trichocarpa et le sapin de Douglas 

Pseudotsuga menziesii dans leur milieu naturel. Photos tirées de wikimedia.org et Yohann 

Daguerre. 
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3. Laccaria bicolor 

Dans la continuité de l‟effort de séquençage mis en œuvre sur le Peuplier, le laboratoire 

d‟Ecogénomique des interactions a coordonné le séquençage du génome de Laccaria bicolor, 

en collaboration avec le Joint Genome Institute, donnant ainsi accès au premier génome de 

champignon ectomycorhizien (Martin et al, 2008). Laccaria bicolor est un champignon 

basidiomycète ectomycorhizien rencontré dans les forêts tempérées, en association avec le 

sapin de Douglas, son hôte naturel (Figure 10). Il fait partie de l‟ordre des Agaricales, plus 

spécifiquement de la famille des Hydnangiacées. Son cycle de vie est similaire au cycle de vie 

des autres champignons ectomycorhiziens basidiomycètes, avec une phase pré-symbiotique 

précédent la colonisation de la racine avant de former un corps fructifère via l‟apport de 

carbone fourni par la plante au cours de la symbiose.   

L‟acquisition des génomes de l‟hôte et du symbiote ectomycorhizien a ouvert la voie à des 

études de post-génomiques plus ciblées, notamment l‟analyse des gènes fortement et 

spécifiquement régulés pendant la symbiose et codant des petites protéines sécrétées 

dénommées alors MiSSPs pour Mycorrhiza induced Small Secreted Proteins (Martin et al, 

2008). Des études transcriptomiques utilisant des puces à ADN sur l‟interaction L. bicolor/P. 

menziesii ont permis de mettre en évidence l‟existence de gènes spécifiquement exprimés par 

L. bicolor pendant la symbiose avec P. menziesii et pas avec P. trichocarpa, ainsi qu‟un core 

régulon de gènes de L. bicolor surexprimés aussi bien chez P. trichocarpa que P. menziesii, 

(Plett et al, 2015). Parmi ce core régulon se trouve plusieurs protéines MiSSPs étudiées au 

laboratoire, notamment MiSSP7, MiSSP8 et MiSSP17, laissant penser que leurs fonctions 

sont impliquées dans des processus clés de mise en place de la symbiose plutôt que dans les 

processus qui contrôlent la spécificité d‟hôte. 
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Publication n°1 

“Comparative analysis of secretomes from ectomycorrhizal fungal with an emphasis on 

small-secreted proteins” 

Pellegrin C, Morin E, Martin F and Veneault-Fourrey C 

 

Résumé: Ce chapitre présente une analyse comparative de l‟ensemble des protéines prédites 

comme sécrétées, appelé sécrétome, comprenant 11 génomes de champignons 

ectomycorhiziens et 28 sécrétomes de champignons saprotrophes. Cette analyse vise à mieux 

comprendre l‟influence du style de vie sur le sécrétome des champignons ectomycorhiziens. 

La comparaison des 49 sécrétomes révèle que le style de vie fongique influence le sécrétome 

dans sa composition et non dans sa taille, une grande majorité (74%) des sécrétomes analysés 

contenant entre 500 et 1000 protéines prédites comme sécrétées. De plus, les sécrétomes des 

champignons ectomycorhiziens possèdent des capacités protéasiques et lipasiques intactes par 

rapport aux autres champignons analysés. En revanche, plusieurs familles de CAZymes 

sécrétées impliquées dans la dégradation de la paroi végétale sont manquantes, confirmant de 

précédentes études génomiques. Une analyse de clustering ciblées sur les petites protéines 

sécrétées (SSPs) a permis d‟identifier des SSPs fortement conservées (>70% d‟identité) entre 

les champignons ectomycorhiziens et saprotrophes, ou au contraire spécifiques au style de vie 

ectomycorhizien. Certaines de ces SSPs ne possèdent pas d‟annotations, faisant d‟elles des 

effecteurs candidats potentiellement partagés par plusieurs champignons ectomycorhiziens. 

Cet article a été publié le 18 Novembre 2015 dans le journal Frontiers in Microbiology.  
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Localisation subcellulaire in planta d‟effecteurs 

candidats sécrétés par le champignon 

ectomycorhizien Laccaria bicolor 
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Publication n°2 

„Candidate effector proteins from the mutualistic fungus Laccaria bicolor can target 

distinct subcellular plant compartments‟ 

 

Résumé : Ce chapitre s‟intéresse à la localisation subcellulaire d‟effecteurs potentiels de type 

MiSSPs de L. bicolor une fois adressés dans la cellule végétale. Un jeu de onze MiSSPs a été 

sélectionné sur la base de leur induction dans les ectomycorhizes établies entre L. bicolor et 

ces deux hôtes végétaux, le Peuplier (Populus trichocarpa) et le sapin de Douglas 

(Pseudotsuga menziesii). Cette induction dans les deux hôtes de L. bicolor permet de poser 

l‟hypothèse que ces MiSSPs assurent une fonction essentielle dans l‟établissement de la 

symbiose. Les effecteurs fongiques déjà étudiés dans d‟autres modèles fongiques sont 

supposés être transférés dans le cytoplasme, bien que peu de modèles permettent à l‟heure 

actuelle d‟étudier ce transfert (cela est possible chez Ustilago maydis, agent phytopathogène 

du maïs et Magnaporthe oryzae, agent phytopathogène du riz).  

De manière à localiser les MiSSPs in planta, une protéine fusion avec la eGFP en N-

Terminale de la forme mature des SSPs (i.e, sans signal peptide) est exprimée dans des 

feuilles de tabacs avant observation en microscopie confocale à balayage laser. Bien que les 

MiSSPs soient exprimées en système hétérologue, impliquant que les cibles végétales soient 

conservées (i.e, ni spécifique du tissus, ni de l‟hôte), trois d‟entre elles localisent dans le 

nucléole ou le cytoplasme. Ce résultat suggére que ces MiSSPs ciblent le métabolisme de la 

cellule végétale, les rapprochant des effecteurs d‟agents phytopathogènes. Ce chapitre est 

présenté sous forme d‟un article de recherche rédigé en anglais mais il est prévu de prolonger 

cette étude en exprimant le même jeu de MiSSPs dans des racines de Peuplier via l‟infection 

par Agrobacterium rhizogenes. Cette approche permettra non seulement de confirmer la 

localisation des MiSSPs d‟intérêt, mais aussi d‟évaluer la fiabilité du système hétérologue 

utilisé dans la localisation d‟effecteurs potentiels de L. bicolor et la recherche d‟interactants 

par co-immunoprécipitation in planta. 
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Candidate effector proteins from the mutualistic fungus Laccaria 

bicolor can target distinct subcellular plant compartments. 

Clément Pellegrin
1,2

, Yohann Daguerre
1,2

, Frederic Guinet
1
, Annegret Kohler

1,2
, Francis 

Martin
2
 and Claire-Veneault-Fourrey
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* 

1
 Université de Lorraine, UMR 1136 Interactions Arbres/Microorganismes, Vandœuvre-lès-
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2
 Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), UMR 1136 Interactions 

Arbres/Microorganismes, Laboratoire d’Excellence ARBRE, INRA-Nancy, 54280 

Champenoux, France. 

 

Abstract 

Soil-borne ectomycorrhizal (ECM) fungi are able to form mutualistic symbiosis with trees by 

surrounding plant root cortex cells with their hyphae and establishing a long term 

relationships with their hosts. Although colonization of plant root cortex by ectomycorrhizal 

fungi hyphae have long been studied, little is known about the molecular dialogue which 

occurs between the symbiont and its partner and which factors protect ectomycorrhizal 

symbiont from plant defense reactions. Genome-wide transcriptomic analysis of Laccaria 

bicolor revealed among the most symbiosis induced genes, transcripts encoding for small-

secreted proteins, so called Mycorrhiza induced Small-Secreted proteins (MiSSPs). These 

MiSSPs share common features with pathogenic effectors, known as cornerstone in plant-

pathogenic interactions, which target plant metabolism by entering in a wide range of plant 

compartments. In order to assess the ability of MiSSP proteins to target distinct subcellular 

plant compartments, we selected a set of eleven MiSSPs induced both in ECM-root tips of 

Laccaria bicolor with Populus trichocarpa and Pseudotsuga menziesii. We performed in 

planta subcellular localization of these MiSSPs, using the plant model Nicotiana 

benthamiana. Among the eleven MiSSPs transiently expressed, three MiSSPs are able to 

target distinct plant compartments, whereas eight of them display nucleo-cytoplasmic 

localization as GFP alone. These results give an insight on the diversity of plant 

compartments that candidate effector proteins from an ectomycorrhizal symbiont can target 

and identify some candidates for further functional analysis.  
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Introduction 

Soils of temperate forest hold a wide diversity of microorganisms able to perform either biotic 

interactions or inside their environment, leading to a continuum of interrelationships ranging 

from saprotrophism to parasitism. These microorganisms are involved in carbon and nitrogen 

cycling and thus play a major role in ecosystem functioning (Schimel & Schaeffer, 2012 ; Itoo 

& Reshi, 2013 ; Phillips et al, 2014). As a consequence, the microbiome is directly linked to 

forest sustainability and productivity. Fungi play a major role due to their ability to degrade 

complex polysaccharides through enzymatic degradation and non-enzymatic decomposition 

(Lindahl & Tunlid, 2015). Fungi also establish complex biotic interactions including 

pathogenic and mutualistic symbiosis (Raaijmakers et al, 2009). The ectomycorrhizal fungi 

are soil-borne fungi able to colonize roots of trees found in temperate forest (Wang, 2006). 

This colonization leads to a long-term relationship between fungal hyphae and trees, allowing 

a bi-directional exchange of nutrients between the two partners (Nehls et al, 2010). In order to 

allow this exchange to occur, ECM fungi colonize plant root cortex with a network of 

labyrinthic hyphae, creating the so-called Hartig Net. This Hartig net is considered as the 

symbiotic interface between host and symbiont. Although nutrients exchanges between plant 

and ECM fungus are well documented (Behie & Bidochka, 2014), it remains unclear how 

ECM fungi are able to maintain an intimate relationships over the long term without 

triggering plant defense reactions. 

A few years ago, genome-wide transcriptomic analyses of Laccaria bicolor identified fifty 

genes encoding for predicted small secreted proteins and whose expression is strongly 

induced by symbiosis (Martin et al, 2008). These so-called MiSSPs, Mycorrhiza-induced 

Small Secreted Proteins, share some features with small-secreted proteins found in plant 

pathogenic microorganisms. Thus, it has been suggested that MiSSPs may be involved in 

ECM symbiosis establishment and/or functioning (Martin et al, 2008). Known effectors from 

plant pathogenic microbes are either apoplastic or translocated into the host through a 

specialized structure such as the haustorium for some filamaentous fungi and oomycetes (Lo 

Presti et al, 2015) or Type 3 Secretion System for pathogenic bacteria (McCann & Gutmann, 

2008). Once translocated into host cells, these effectors are able to target a wide range of plant 

compartments in order to counteract plant defense responses and thus allow pathogenic 

microorganisms to fulfill their lifecycle, either by killing the host plant or by using host 

resources to fulfill biotrophic pathogens (Dou & Zhou, 2012). Therefore, effectors promote 

pathogenic lifecycle by interacting in distinct subcellular compartments with various plant  
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protein partners (Caillaud et al, 2012,2014 ; Petre et al, 2015a,b). MYCORRHIZA-

INDUCED SMALL SECRETED PROTEIN of 7kDa is the first symbiotic effector 

characterized (Plett et al, 2011). MiSSP7 is interacting with a key regulator of jasmonate 

signaling pathway, the repressor protein Jasmonate Zim domain (JAZ) PtJAZ6 (Plett et al, 

2014). Binding of MiSSP7 to PtJAZ6 in host nuclei stabilizes the JAZ6 protein by preventing 

its JA-mediated degradation. This led to the suppression of JA-dependent gene expression. 

These results suggest that, like plant pathogenic microbes, ECM fungi use effectors to target 

plant host hormone pathways to sustain fungal colonization. Consequently, it is of great 

interest to understand what could be the role of the fifty other MiSSPs of Laccaria bicolor 

identified in silico. The first step was therefore to identify the in planta subcellular 

localisation of these MiSSPs. 

In this study, we firstly identified L. bicolor MiSSP encoding genes, which are induced in 

both ECM root tips formed with Populus trichocarpa (poplar) and Pseudotsuga menziesii 

(Douglas fir), as these MiSSPs are indeed good candidates for being involved in major, 

common processes driving the symbiosis establishment and/or functioning. Given that it is 

not possible with our system to deliver the candidate effector via the symbiont, we then used 

an Agrobacterium tumefaciens transient expression assay in N. benthamiana leaves. This 

assay is widely used for this kind of analysis in plant microbe interactions (Tzfira & Citovsky, 

2008). We then transiently expressed each MiSSPs fused to the GFP protein into Nicotiana 

benthamiana leaves and characterize the subsequent subcellular localization using confocal 

laser-scanning microscopy (CLSM). We found three MiSSPs are able to target distinct 

subcellular plant compartment such as nucleolus or cytoplasm. These MiSSPs are good 

candidates for further functional analysis.  

Results 

Transcript profiling identified L. bicolor MiSSPs transcripts induced in Poplar and 

Douglas fir ectomycorrhiza. 

In order to identify potential candidate effectors, we used a published microarray dataset to 

select MiSSPs that (i) are induced in ECM root tips of both Populus trichocarpa and 

Pseudotsuga menziesii, (ii) have no predicted PFAM domain and (iii) are Laccaria-specific 

(Figure 1A). Microarray analysis revealed 11 MiSSP whose transcript having an expression 

level significantly increased (≥ 5 fold compared to the free-living mycelium) in P.trichocarpa 

and Pseudotsuga menziesii ectomycorrhiza (Figure 1B, Table 1). 
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Level of induction vary amongst MiSSPs but is similar between Poplar and Douglas fir ECM, 

showing these MiSSP are induced whatever the plant host (Figure 1B). We carried out 

subcellular localization on this set of eleven MiSSPs (Figure 1C) as we consider them more 

likely involved in core mechanisms controlling the symbiosis establishment and/or 

functioning than in host specificity.  

MiSSP proteins localizes in different subcellular compartments in Nicotiana 

benthamiana leaves 

Once the set of candidate effectors was identified, we performed in planta subcellular 

localization by creating a N-terminal fusion comprising the mature protein sequence of each 

of the 11 MiSSPs selected (i.e, without the signal peptide) and the eGFP protein driven by a 

35S promoter. Among 11 MiSSPs transiently expressed in N. benthamiana, three MiSSPs 

localized in different and distinct plant compartments (Figure 2A-C), the eight remaining 

MiSSPs displaying a nucleo-cytoplasmic localization as GFP alone do (Figure 2D-K). The 

three MiSSPs of interest are either excluded from nucleus (MiSSP11.6, MiSSP25.3) or 

targeted to the nucleolus (MiSSP31). MiSSP31, which localized inside the nucleolus, contains 

a predicted NLS sequence and is predicted as a RNA-binding protein by KOG database, 

consistent with its localization in the nucleolus region accumulating ribosomic RNA. 

MiSSP25.3 and MiSSP11.6 are strictly excluded from the nucleus. MISSP25.3 contains a 

domain DUF965 whose function remains unknown. MiSSP11.6 does not have any conserved 

domain. 

Discussion 

In this study, we analyzed ectomycorrhiza transcript profilings to identify a set of MiSSP 

whose encoding genes are induced in both poplar and Douglas fir ectomycorrhizal root tips. 

We then applied a high throughput screening workflow developed to identify candidate 

effectors from filamentous pathogenic fungi (Petre et al, 2015a). We expressed this set of 

MiSSP in tobacco leaves in order to assess the ability of these candidate effectors from an 

ectomycorrhizal symbiont to target distinct subcellular compartment. We found at least three 

candidate effectors from L. bicolor target distinct host cell compartments, suggesting they are 

affecting the plant metabolism. Microarray constructed with L. bicolor gene models (V1.0) 

were used to produce transcript profiles of fungal genes expression on ectomycorrhizae from 

Poplar (Populus trichocarpa) or Douglas fir (Pseudotsuga menziesii). A core regulon 

containing several MiSSPs proteins expressed at all stages of ectomycorrhizal symbiosis in  
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Poplar and Douglas fir ECM root tips and a variable regulon suspected to be involved in host 

specificity were characterized (Plett et al, 2015).  

MiSSPs are addressed to distinct host cellular compartments. 

In planta expression of 11 MiSSPs proteins showed that three of them target different 

subcellular host compartment: nucleolus or cytoplasm, suggesting L. bicolor may use MiSSPs 

to alter host gene expression, regulation and/or cytoplasmic metabolic pathway. This strategy 

is well known and studied in plant pathogenic microorganisms in which multiple effectors 

target different plant compartments in order to promote pathogenicity (Rovenich et al, 2014). 

For instance, six candidate effectors from poplar foliar rust Melampsora larici populina, an 

obligate biotrophic fungus, target different subcellular compartment such as nucleolus, 

nucleus, chloroplasts and mitochondria once expressed in tobacco leaves (Petre et al, 2015a). 

One of them, CTP1, is able to target chloroplast and mitochondria by mimicking host-transit 

peptide once translocated into plant cells (Petre et al, 2015b). In L. bicolor, the effector 

protein MiSSP7 is addressed to the plant nucleus and interacts with PtJAZ6 protein in order to 

prevent its JA-mediated degradation by proteasome, leading to host gene modification (Plett, 

Daguerre, Wittulsky et al, 2014).  

The candidate effector MiSSP31 targets the host nucleolus   

Among MiSSPs studied, MiSSP31 was located inside the nucleolus, a specific region of the 

nucleus where ribosomal rDNA are transcribed into rRNA and ribosome subunits assembly 

occurs (Boisvert et al, 2007). Such subcellular addressing has previously been reported for 

candidate effectors in plant pathogenic fungi, with putative interactants identified using in 

planta co-immunoprecipitation but their function remains unknown (Petre et al, 2015a). 

Moreover, in Legionella pneumophilia, LegAS4 effector protein is delivered to the host cells 

through a type IV Secretion System (T4SS) before interacting with rDNA chromatin region 

inside the host nucleolus, altering host gene expression (Li et al, 2013 ; Rolendo et al, 2013). 

These results suggest another common way for biotrophic fungi and bacteria to modify gene 

expression of their host and interact with the machinery of host gene expression regulation. 

MiSSP25.3 and MiSSP11.6 are addressed to the cytoplasm or are restrained to the plasma 

membrane, but do not reach the nucleus. Cytoplasmic effectors have been intensively studied 

among plant pathogenic fungi, where they have been shown to be translocated into cytoplasm 

before targeting several different functions of the host cell such as host ubiquitylation system 
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(Park et al, 2012, reviewed in Banfield, 2015) or hormone signaling (Djamei et al, 2011). One 

can hypothesize than it exists common cellular targets between mutualism effectors and plant 

pathogen effectors, as it has been shown for MiSSP7 (Plett, Daguerre, Wittulsky et al, 2014), 

but also cellular targets specific to the mutualistic lifestyle which implies a long term 

relationships with the plant hosts. Further functional analysis such as plasmolyysis experiment 

and identification of putative protein partners are necessary to clarify localisation and impact 

of these two MiSSPs on plant cell metabolism and physiology. 

Effectors with nucleo-cytoplasmic localization 

Eight over 11 MiSSPs studied display a nucleo-cytoplasmic localization. This localization is 

difficult to interpret and thus considered as non-informative, as the expression of a single GFP 

leads to a similar subcellular localization. However, we can hypothesize three different 

explanations regarding L. bicolor candidate effectors with a nucleo-cytoplasmic localization:  

(i) they might interact with a nucleo-cytoplasmic interactant. (ii) they target host-specific 

proteins absent in N.benthamiana or root-specific proteins not present in leaves. Biases in the 

expression of candidate effectors in a heterologous system could be assessed by expressing 

the same set of candidates genes in poplar roots through A. rhizogenes-mediated 

transformation, although currently available protocols are not very efficient (Cseke et al, 

2007). This would allow validation or not of N. benthamiana as an effective system to easily 

screen candidate effectors. (iii) They are apoplastic effectors. Expressing mature form of the 

candidate effectors (i.e, without signal peptide) exclude all the effectors present in the 

apoplastic space rather than a cytosolic organelle. Apoplastic effectors are known to play a 

key role in pathogenic interactions by inhibiting protease, chitinase activity (Song et al, 2009; 

Kaschani et al, 2010) or hiding fungal hyphae from plant Pattern Recognition Receptor 

detection (Sanchez-Vallet et al, 2013 ; Mentlak et al, 2012). Expression of the same set of 

candidates with their signal peptide would allow to determine whether some of them are 

addressed to the apoplastic compartment or not. In this study, only 27% of L. bicolor 

candidate effectors studied gave an distinct subcellular localization, lower than efficiencies 

(40%) obtained with poplar and wheat yellow rust candidate effectors (Petre et al, 2015a/b), 

likely due to expression in leaf of candidate effectors usually expressed in roots.  
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Conclusions  

 

In this study, we used an in silico pipeline and a heterologous expression system to identify 

subcellular localization of a set of candidate effectors from the mutualistic symbiont L. 

bicolor whose expression is significantly up-regulated in two hosts of L. bicolor, P. 

trichocarpa and P. menziesii. We then expressed this set of 11 MiSSPs in planta in order to 

assess their ability to reach different subcellular plant compartments and identify MiSSPs of 

particular interest. Our results identify three MiSSPs which targets nucleolus or are excluded 

from the nucleus, pointing out the interest for further functional investigations for these 

MiSSPs. 

 

Materials and Methods 

Accession number  

The complete expression datasets are available as series (accession number GSE62225 and 

GSE62226 at the Gene Expression Omnibus at the National Center for Biotechnology 

Information website. 

Bacterial strains and molecular cloning  

The opening reading frame (ORF) of the candidate effectors MiSSPs, flanked with attb 

sequences and corresponding to mature form of proteins (i.e, without the signal peptide), have 

been first gene synthesized into pBluescriptII SK vector (Genecust, Luxembourg). LR 

Cloning reaction with destination vector pK7WFG2 (Gent University) were performed 

according to manufacturer‟s instructions (Invitrogen). 

Transient protein expression in Nicotiana benthamiana leaf cells  

Electrocompetent Agrobacterium tumefaciens GV3101 have been transformed with 

pK7WFG2 vectors containing ORF of interest. Overnight grown A.tumefaciens GV3101 have 

been incubated into infiltration buffer (10mM MgCl2, 10mM MES pH5.6, 150uM 

acetosyringone) 1 hour with gentle agitation. O.D is adjusted to 0.2 prior to leaf infiltration in 

four weeks-old Nicotiana benthamiana leaves. Imaging has been performed after 20 to 30 

hours post infiltration.  

Western blot 

Infiltrated N.benthamiana leaves were frozen and ground in liquid nitrogen into powder, 

boiled in Laemmli buffer at 90°C for 15min, centrifugated 5 min. at 13000 rpm. 10ul of 

supernatant was load on a 4-20% Tris-Glycine gel. 

Immunoblot analyses 
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SDS-PAGE gel were electrotransfered onto a PVDF membrane with a trans-blot device 

(Biorad). Membrane were blocked in PBS 0.05% Tween20 3% BSA, then incubated 

overnight with anti-GFP primary antibody (Abcam, United Kingdom). Detection has been 

done with a Horse radish peroxidase conjugated secondary antibody targeting primary 

antibody and the Clarity ECL substrate kit (Biorad). Imaging has been carried out on a 

Chemidoc XRS imager (Biorad, USA).  
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Chapitre V 

 

Contribution à l‟analyse fonctionnelle de 

MiSSP8, un effecteur candidat nécessaire à la 

symbiose ectomycorhizienne 
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Partie I. MiSSP8 est lié à des protéines présentes chez les 

champignons saprotrophes 

Publication n°3 

„A small-secreted protein from Laccaria bicolor is required for ectomycorrhizal 

symbiosis and contains a motif found in proteins from saprotrophic fungi.‟ 

 

Résumé : Ce chapitre traite de l‟analyse fonctionnelle d‟un effecteur candidats de L. bicolor, 

MYCORRHIZA INDUCED SMALL SECRETED PROTEIN of 8 kDa (MiSSP8). Le gène 

codant cette petite protéine sécrétée de cinquante acides aminés est l‟un des gènes les plus 

induits dans la symbiose ectomycorhizienne établie avec le Peuplier et le sapin de Douglas 

(Martin et al. 2008). La première partie de ce chapitre est présentée sous la forme d‟un article 

de recherche combinant mes travaux de thèse et une partie des travaux antérieurs issus de la 

thèse de Yohann Daguerre (Daguerre, 2014). Nous avons démontré que MiSSP8 de Laccaria 

bicolor est une MiSSP indispensable pour la formation d‟ectomycorhize et la formation d‟un 

manteau interne structuré. Le gène MiSSP8 est surexprimé à la fois dans les tissus 

symbiotiques mais aussi dans le carpophore, suggérant un rôle de cette protéine dans 

l‟agrégation des hyphes. La protéine MiSSP8 contient un motif de type DWRR, retrouvé 

uniquement dans des protéines de champignons saprotrophes et ectomycorhiziens. Ce 

nouveau motif, unique aux champignons saprotrophes et ectomycorhiziens, suggère qu‟un 

motif protéique, présent dans des protéines liés à la saprotrophie, est aussi utilisé par des 

champignons ectomycorhiziens dans des protéines liés à la symbiose. 

La deuxième partie de ce chapitre présente les résultats des analyses menées dans le but de 

mettre en évidence l‟interactant et la fonction de la protéine MiSSP8. Des travaux antérieurs 

(Daguerre, 2014) avait permis d‟identifier des interactants protéiques potentiels par double 

hybride en levure (Y2H). La validation de ces interactions a été entreprise et les résultats sont 

présentés. La localisation extracellulaire de MiSSP8 en feuille de Tabac, caractérisée à l‟aide 

d‟un système hétérologue, nous a conduit à tester l‟interaction de MiSSP8 avec des glycanes 

pariétaux ou des lipides membranaires pouvant engendrer une activité microbienne. Ces 

hypothèses ont été testées. Les résultats sont discutés dans leur ensemble et des perspectives 

de recherche sont proposées. 
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Abstract 

Ectomycorrhizal (ECM) symbioses are mutualistic interactions occurring between soil-borne 

fungi and roots of trees. This long-term mutualistic relationship suggests a strict coordination 

of both roots and fungal hyphae development with a control of plant defense reactions. ECM 

fungi have evolved from saprotrophic ancestors through the loss of a large set of plant cell 

wall degrading enzymes and a rapid turn-over of symbiotic genes. Among them, Mycorrhiza 

induced Small Secreted Proteins (MiSSP) are hypothesized to be symbiotic effectors acting 

like effectors of pathogenic microbes which manipulate host responses to promote 

pathogenicity. Here, we investigate requirement for ectomycorrhizal symbiosis establishment 

of the candidate effector MYCORRHIZA-INDUCED SMALL SECRETED PROTEIN of 

8kDa. MiSSP8 transcript is accumulating at a higher level in symbiotic and fruiting body 

tissues compared to free-living mycelium. The predicted MiSSP8 protein sequence contains a 

novel repetitive motif. This novel motif is fungal specific and is mostly found in small 

proteins predicted as secreted from saprotrophic and ectomycorrhizal fungi, suggesting 

neofunctionalization of a saprotrophic protein into symbiotic function.  
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Introduction 

Forest soils contain a wide diversity of microorganisms displaying multiple ways of life from 

saprotrophy to pathogen, through biotrophy (Buée et al, 2009 ; Uroz et al, 2010, Fierer et al, 

2007). Tree-associated microorganisms are considered as key drivers for tree health, 

productivity, and ecosystem functioning (Berg et al., 2014, Frontiers in Microbiol; Berg et al., 

2015). In particular, fungal communities are essential for (i) C and N cycling in forest 

ecosystem and (ii) C sequestration in soils (van der Heijden, 1998; Lindahl and Tunlid, 2015, 

Averill et al., 2014; Read & Perez-Moreno, 2003). Saprotrophic fungi secrete a large set of 

extracellular enzymes to efficiently degrade complex and diverse organic compounds such as 

lignocellulosic material found in organic matter (Eastwood et al, 2011; de Boer et al, 2005). 

Trees forming ectomycorrhiza (ECM) with soil fungi dominate northern forest ecosystems 

(Brundrett, 2009). These mutualistic interactions rely on bidirectional exchanges of nutrients 

and are crucial for nutrient cycling and C sequestration. The host tree provide to the fungus C-

derived from its photosynthetate and in return ECM fungi deliver N, P and water to the roots. 

ECM fungi evolved several times during the Mycota evolution from saprotrophic ancestors. 

The polyphyletic evolution of the ECM lifestyle is marked by convergent losses of different 

components of the ancestral saprotrophic apparatus (i.e., cellulases and lignin peroxidases) 

(Kohler et al., 2015). However, some ECM fungi, such as Paxillus involutus, can actively 

decompose organic matter when linked to the host plant to scavenge N (Lindahl and Tunlid, 

2015). This decomposition of organic matter by ECM fungi may also increase C availability 

to saprotrophic fungi nearby. Consequently, it is important to understand the mechanisms 

controlling the establishment of the interfaces between root of trees and the fungi. Despite 

these critical ecological roles, the nature of signals exchanged between the two partners that 

mediate the ECM symbiosis have remained mainly uncharacterized (Garcia et al., 2015). 

Hyphae from ECM fungi are able to respond to roots exudates and stimulate lateral root 

formation by the production of hormones (auxin, ethylene) (Felten et al., 2009; Spivallo et al., 

2009; Krause et al., 2015) and volatile organic compounds (Ditengou et al, 2015). Lateral 

roots are first surrounded by fungal hyphae to form a fungal mantle. Fungal hyphae penetrate 

within the apoplast of cortical root cells and develop a highly branched network of fungal 

hyphae called the Hartig net, the site for nutrient exchanges. Host-derived C is used for fungal 

growth and to build up the fruiting body, a spore-releasing structure (Genre & Bonfante, 

2012). The Hartig-Net formation leads to a massive fungal colonization within the apoplast of 

colonized roots, without eliciting strong and long lasting root defences. Consequently, it 
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clearly appears that these mutualistic interactions relies on the ability of ECM fungi to deal 

with the host immune system, composed of several levels of localized and systemic defence 

reactions (Okmen & Doehlemann, 2014 ; Spoel & Dong, 2012 ; Jones & Dangl, 2006; Asai & 

Shirasu, 2015). However, how the control of plant defense responses is achieved is not well 

understood, representing a critical knowledge gap.   

Transcriptomic analysis of the genome of the ECM fungus L. bicolor identified a set of genes 

encoding for predicted small-secreted proteins, which expression is highly induced or specific 

to symbiotic tissues, named MiSSPs for Mycorrhiza-induced Small Secreted Proteins (Martin 

et al, 2008). Comparative transcriptomic analysis of ECM root tips of two different hosts 

Populus trichocarpa and Pseudotsuga menziesii colonized with L. bicolor highlight a set of 

MiSSPs expressed in both plants as well as host-specific MiSSPs (Plett et al, 2015). Recent 

analysis suggest that fungal MiSSPs are likely a common tool used by ECM Basidiomyceta to 

dialogue with their hosts (Kohler et al., 2015; Doré et al., 2015 ; Liao et al, 2015). As MiSSPs 

proteins share similar features with effectors of plant-pathogenic microbes, required to 

manipulate plant immune system, it is hypothesized that mutualistic symbionts use MiSSPs to 

subvert host immunity and manipulate its metabolism to promote symbiosis establishment 

and/or functioning (Plett & Martin, 2015). In a previous study, MiSSP7 from L. bicolor was 

described to be the first symbiosis effector (Plett et al., 2011). In the P.trichocarpa nuclei, 

MiSSP7 binds and stabilizes the co-receptor of jasmonic acid, the JAsmonate Zim domain 6 

protein from P. trichocarpa (PtJAZ6) in presence of jasmonic acid (JA). This stabilization is 

leading to the repression of part of the JA-mediated signaling pathway (Plett et al, 2014). 

Interestingly, a similar strategy has also been reported for Secreted Protein 7 (SP7) from the 

endomycorrhizal symbiont Rhizophagus irregularis (formerly Glomus intraradices). This 

symbiont secretes the effector protein SP7 to target transcription factor MtERF19 from 

Medicago truncatula, leading to alteration of host-gene expression (Kloppholz et al, 2011). 

These studies have demonstrated that two mycorrhizal fungi use effector proteins to interfere 

with host-hormonal-signaling pathway. However, 50 MiSSP encoding genes have been 

previously identified in ECM roots tips between L. bicolor and P. trichocarpa (Martin et al., 

2008) and require functionnal analysis.  Moreover, very little is yet known about the 

evolutionary origin of these symbiotic effectors. Apparition of ECM symbiosis in different 

phyla of Eumycota is marked by a rapid gene innovation leading to novel symbiosis-induced 

orphan genes, likely through de novo gene formation and/or neofunctionalization of 

duplicated genes (Kohler et al., 2015). Although MiSSPs represent up to 38% of the orphan 
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and symbiosis-induced genes ECM root tips (Kohler et al., 2015), SSPs shared and specific to 

ECM way of life have been recently identified as well as other shared and specific to 

saprotrophic fungi (Pellegrin et al., 2015). This study also highlights that SSPs are not limited 

to biotrophic fungi as the genomes of saprotrophic fungi also code for numerous SSPs 

(Pellegrin et al., 2015).  

In this study, we report the analysis of the MYCORRHIZA-INDUCED SMALL SECRETED 

PROTEIN of 8kDa (MiSSP8) protein. We show that RNAi-knockdown of MiSSP8 strongly 

impairs the formation of ECM, demonstrating than MiSSP8 is a symbiotic molecular 

determinant. This SSP is highly expressed in both ECM and fruiting body, suggesting that 

MiSSP8 plays a role in the development of both symbiotic and non symbiotic tissues. 

MiSSP8 protein shares an unknown repetitive motif with a set of proteins, 90% of them being 

small (<300 amino acids) proteins predicted as secreted, from saprotrophic and 

ectomycorrhizal fungi. This suggests that MiSSP8 is linked to an ancient class of SSPs found 

in saprotrophic fungi.  

Methods 

Microorganisms and plant material 

Saccharomyces cerevisiae strains YTK12 (Jacobs et al., 1997), MaV103 and MaV203 

(Invitrogen) were propagated on YAPD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose, 

and 40 mg/L adenine) and cultured at 30°C. The ectomycorrhizal fungus Laccaria bicolor 

strain S238N (Maire P. D. Orton) and RNAi-lines of L bicolor were maintained at 25°C on 

modified Pachlewski medium P5 + / -150 µg/ml of hygromycine depending on the S238N 

strain or the RNAi-line tested (Paschlewski and Pachlewskia, 1974). In vitro mycorrhization 

experiments were performed with the hybrid Populus tremula x Populus alba (clone INRA 

717-1-B4). Plants were micropropagated in vitro and grown on half MS medium (Murashige 

and Skoog, 1962) in glass culture tubes under a 16 h photoperiod at 24°C in a growth 

chamber.  

Yeast secretion tests 

Functional validation of the predicted signal peptide of MiSSPs was conducted with a yeast 

signal sequence trap assay (Plett et al., 2011). The pSUC2-GW gateway vector, which carries 

a truncated invertase, SUC2, lacking both its initiation methionine and signal peptide, was 

used. cDNA encoding the full lenght MiSSP8 was cloned into pSUC2-GW plasmids using BP 
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/ LR clonase (GATEWAY ©, Invitrogen). Yeast strain YTK12 was transformed with 200 ng 

of the plasmid using the lithium acetate method, (Gietz and Schiestl, 2007). All transformants 

were confirmed by PCR with vector-specific primers. Transformants were grown on yeast 

minimal medium with glucose (SD-W medium: 0.67% Yeast Nitrogen Base without amino 

acids, 0.075% tryptophan dropout supplement, 2% glucose and 2% agar). To assay for 

invertase secretion, overnight yeast cultures were diluted to an OD600 = 1 and 20µl of dilution 

were plated onto YPSA medium containing sucrose as a sole source of carbon (1% yeast 

extract, 2% peptone, 2% sucrose, and 1 µg/ mL antimycin A). The YTK12 strain transformed 

with the pSUC2-GW / SUC2SP vector encoding the invertase with signal peptide and 

untransformed YTK12 strain were positive and negative controls, respectively. 

Genetic transformation of L. bicolor 

Transformation of L. bicolor S238N was performed using the RNAi/Agrobacterium-mediated 

transformation (AMT) vector for intron hairpin RNA (ihpRNA) expression. Transformation 

of L. bicolor was constructed with the pHg/pSILBAγ vector system (Kemppainen and Pardo, 

2010) and by using the full-length cDNA sequence of the target gene MiSSP8 (JGI protein ID 

298667). The plasmid cloning steps were carried out in E. coli strain TOP10 (Invitrogen) 

applying standard molecular methodologies. All the PCR amplification reactions were done 

with a proof-reading Taq DNA polymerase (Fermentas Life Sciences). The PCR amplicons 

were cloned by restriction in two steps into the pSILBAγ intronic sequence to form an intron 

spacer-separated inverted sequence repeat. This ihpRNA expression cassette, transcribed from 

the Agaricus bisporus gpdII-promoter, was further cloned as a full pSILBAγ plasmid into the 

SacI site present in the T-DNA of pHg. The binary vector pHg carries the hygromycin B 

resistance cassette and joining of the two plasmids created the RNAi/AMT vector 

pHg/pSγMiSSP8. The pHg/pSγMiSSP8 were used for transforming L. bicolor dikaryotic 

strain S238N with Agrobacterium tumefaciens strain AGL1 (Kemppainen and Pardo, 2010). 

The transformed fungal strains were selected with 300 g/ml hygromycin B (Invitrogen) and 

were later maintained under 150 g/ml hygromycin B selection pressure on modified P5 

medium. Five randomly selected pHg/pSγMiSSP8, pHg/pSγMiSSP17 and pHg/pSγMiSSP22 

L. bicolor transformant strains were used for further molecular and physiological analyses. 

Molecular analyses of Laccaria bicolor transformants. 

Plasmid rescue of the right border (RB) - linked gDNA was carried out with BamHI cut and 

self-ligated Laccaria gDNA according to Kemppainen et al., 2008. Sequencing of the rescued 
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plasmids was done using M13/pUC-reverse primer(-26)17mer. Left border (LB) TAIL-PCR 

was done according to Kemppainen et al., 2009, using T-DNA specific nested primers LB1-3 

(Mullins et al., 2001) and arbitrary primer AD2 (Liu et al., 1995). L3/AD2 amplified TAIL-

PCR products were TA-subcloned into pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) and sequenced with 

L3 primer. Inverse PCR was done according to Kemppainen et al., 2009, using primers 

gpdRC (Chen et al., 2000) and L1 (Mullins et al., 2001). Specific PCR amplicon was 

subcloned into pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) and sequenced with L1 primer. 

All the PCR reactions were carried out using T-personal thermocycler (Biometra ®) and PCR 

chemicals from Fermentas. Sequencing reaction were purchased from Macrogen Sequencing 

Service, Soul. 

In vitro mycorrhization experiments 

For in vitro mycorrhization tests between P. tremula x P. alba and L. bicolor, we used an 

existing sandwich co-culture system described in Felten et al. (2009). Briefly, poplar explants 

were synchronized for rooting for one week on MS containing 2mg/L IBA and then cultured 

another three weeks in the absence of IBA on cellophane on MS. Rooted plants were arranged 

together with 10 days old L. bicolor mycelium pre-grown on cellophane-covered, sugar 

reduced Pachlewski medium. The contact was realized on sugar reduced Pachlewski medium 

supplemented with 1g/L MES sodium salt and 1.2% (w/v) agar, pH 5.8. Membranes 

harbouring the fungus were laid upside down on roots, enabling roots colonization and ECM 

formation. The bottom part of the plate was covered with a black plastic bag to reduce 

illumination and plates were maintained vertically at 24°C and under a 16h photoperiod in a 

growth-chamber. After 4 weeks of incubation, the percentage of mycorrhization is estimated 

as the number of fungal colonized lateral root tips over the total number of lateral roots. At 

least 10-20 biological replicates were analysed for the wild-type L. bicolor strain S238N and 

five independent L. bicolor missp8 RNAi lines. Two independent empty vector transformants 

L. bicolor lines (pSYL7 and pSYL9) were also tested for their ability to colonize roots. 

To analyze transcriptomic profiling during the time course of mycorrhization, tissues were 

taken from in vitro root systems of P. tremula x alba after 2, 7, 12 and 20 days post contact 

with L. bicolor.  L. bicolor free living mycelium grown on the same medium and L. bicolor 

mycelium grown on the same plate but not in direct contact with roots were used, repectively, 

as the control tissue and the extramatricial mycelium. Three biological replicates of between 

50-100 mg of tissues harvested as described above were used for RNA extraction for each 
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timepoint. Total RNA extraction was performed using the RNAeasy kit (Qiagen) as per the 

manufacturer‟s instructions with the addition of 25 mg polyethylene glycol 8000/mL RLC 

buffer to the extraction solution. An on-column DNA digestion step with DNAse I (Qiagen) 

was also included to avoid DNA contamination. RNA quality was verified by Experion 

HighSens capillary gels (Bio-Rad).  

RNA extraction, cDNA synthesis and qPCR 

Frozen 100 mg samples were ground in liquid nitrogen using mortar and pestle. Total RNA 

was extracted using RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) with a slightly modified protocol, adding 

2% PEG8000 to the RLC extraction buffer and including a DNase treatment on column. RNA 

integrity and absence of gDNA was confirmed by Experion (BioRad) analysis according to 

the manufacturer‟s instructions. RNA samples were diluted in water to a concentration of 

200ng/µl, afterwards exact concentration of the sample was spectrophotometrically 

determined. cDNA was synthesized from 1.1 µg of total RNA using High Capacity cDNA RT 

Kit (Applied Biosystems, Life technologies) according to manufacturer‟s instructions.  

PCR primers with a melt temperature of 60 + /- 1°C and if possible overspanning exon-exon 

boundary,  were designed to amplify 100-200 bp fragments of five reference genes (protID 

611151, 313997, 446085, 246915 and 319764). Primer sequences for an additional reference 

gene  (prot ID 293350, elongation factor) and MiSSP8 were described previously by (Plett et 

al, 2014). Primer efficiencies were calculated for each pair, on a standard curve that was 

generated through a fourfold dilution series of a pooled sample over at least 5 dilution points. 

Resulting efficiencies were all within 85 – 115% range.   

Real-time qPCR was performed in an optical 96 well plate with a StepOne sequence detection 

system (Applied Biosystems, life technologies) and fast cycling conditions (20s at 95°C, 40 

cycles of 3s at 95°C and 30s at 60°C). Each 10 µl reaction contained 2X Fast SYBR green 

Master Mix (Applied Biosystems, life technologies), 300 nM gene-specific forward and 

reverse primer, water and 11 ng cDNA. No template controls containing additional water 

instead of cDNA were included in the experiment. A melting curve was generated to assure 

specificity of amplification. Data were expressed relatively to the sample with the highest 

expression level (2 –(Ct-Ctmin)) and normalized against six reference genes. Stability of the 

reference genes was confirmed by geNorm analysis (Vandesompele et al., 2002). The 

normalisation factor NF for each sample was calculated as the geometric mean of the relative 

expression level of the six reference genes. Consequently, the expression level of MiSSP8 for 
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an individual sample was obtained by the formula  2 –(Ct-Ctmin)/NF according to 

Vandesompele et al. 2002. Finally, data were rescaled to the FLM (“control” condition) 

resulting in an expression of one for the FLM at each time point. 

Motif analysis  

For identification of similar proteins sharing motif DWRR found in MiSSP8 sequence, we 

designed the following regular expression [DSNPGY]-W-[KR]-R-x(4,20) and used PS-Scan 

software (v1.79) to scan 354 fungal proteomes available on the Mycocosm website 

(http://jgi.doe.gov/data-and-tools/mycocosm/), 2774 bacterial genomes available at the NCBI 

website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and 10 different plant or algae genomes available on 

the Phytozome website (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Protein sequences 

retrieved have been then scanned by GLAM2 (Gapped Local Alignments Motifs) software v 

4.11.0 (Frith et al, 2008) with default parameters in order to assess conservation of the DWRR 

motif. The same sequences have been then randomized and scanned again with GLAM2 in 

order to control that the motif does not appear randomly.  

Results 

MiSSP8 is strongly expressed in ECM root tips and fruiting body 

The MiSSP8 gene was initially identified by oligoarray-based transcript profiling as the third 

highly induced L.bicolor gene in mature ECM root tips of P. trichocarpa / L. bicolor and 

Pseudotsuga menziesii / L. bicolor compared to free-living mycelium (Martin et al. 2008). In 

order to confirm this up-regulation, we assessed MiSSP8 transcript levels by RT-qPCR in 

ECM root tips sampled during the in vitro interaction between P. tremula x P. alba. / L. 

bicolor. The level of MiSSP8 transcripts was up-regulated from day 7 to day 15 post-contact 

compared to free-living mycelium (Figure 1A). Interestingly, increased MiSSP8 expression 

was specific to the mycelium in close association with rootlets as its expression in extraradical 

mycelium i.e, part of the mycelium not in direct contact with roots, did not increased during 

the ECM timecourse (Figure 1A). We also investigated MiSSP8 expression during fruiting 

body development, as the hyphal aggregates forming the ECM mantle is reminiscent of the 

hyphal aggregates forming the fruiting body pseudoparenchyma. Samples were divided into 

cap and stipe at three different stages namely early, medium and late stages. MiSSP8 

expression slightly decreased during fruiting body maturation (Figure 1B). However, 

expression of MiSSP8 in fruiting body was significantly higher than its expression in ECM 
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roots tips or FLM, with a mean expression of 298,3 and 102,7 RPKM for cap and stipe 

respectively (Figure 1B).  

MiSSP8 protein is a non-structured protein containing a signal peptide functional in 

yeast  

The predicted MiSSP8 sequence contains a signal peptide at its N-terminus as predicted by 

SignalP v4.1. In order to confirm the predicted signal peptide is functional and properly 

recognized by eukaryotic cells, we fused the full-length sequence of MiSSP8 (i.e, including 

its signal peptide) to the yeast SUC2 invertase. Fusion of a functional signal peptide to SUC2 

invertase enables the secretion of the invertase in the growth medium, the hydrolysis of 

sucrose and thus allowed the growth of a ΔSuc2 yeast strain on medium containing sucrose as 

the sole carbon source. We used untransformed ΔSuc2 yeast strain and ΔSuc2 yeast strain 

transformed with the invertase fused to its own signal peptide as negative and positive 

control, respectively. The ΔSuc2 yeast strain expressing SUC2 fused to full length (i.e. 

containing its signal peptide) was able to grow as the positive control, whereas the ΔSuc2 

yeast strain expressing the invertase fused to mature MiSSP8 (i.e. without its signal peptide) 

is not. This demonstrates MiSSP8 signal peptide is properly recognized and processed in the 

unicellular eukaryotic cell Saccharomyces cerevisae (Figure 1C), suggesting L. bicolor can 

secrete MiSSP8 into the apoplastic space during root colonization.  

Prediction of the secondary structure of the mature form of MiSSP8 using PSIPRED software 

shows a putative alpha-helix between amino-acid 19 and 27 (Supplementary File 1). To 

confirm this structure, we produced the mature form of MiSSP8 in Escherichia coli.   

However, no secondary structure was identified using circular dichroism spectroscopy 

(Figure 1D).   
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RNAi-mediated knockdown of MiSSP8 impairs mycorrhization formation and 

development.  

As MiSSP8 is induced during ECM development, we assessed whether MiSSP8 is essential 

for mycorrhization. Since homologous gene replacement is not available in L. bicolor 

(Kemppainen et al., 2009), we used gene silencing through RNAi. RNAi hairpin targeting 

MiSSP8 transcripts were introduced in L. bicolor through A. tumefaciens mediated 

transformation. The ability of four independent transgenic lines (Supplementary Table S1) 

to form ectomycorrhiza was tested in vitro on 717-1B4 poplar roots. Efficiency of RNA 

silencing was checked on the few ectomycorrizal tips formed with the respective mutants 

using real time quantitative PCR analysis. All tested mutants display a strong decrease of 

expression of their respective target gene: from a decrease of 80% in missp8-14 to 99% for 

missp8-03 (Figure 2A). The wild-type strain S238N of L. bicolor, together with L. bicolor 

strains carrying the empty transformation vector (ev7 and ev9) were able to colonize poplar 

roots tips and to form ECM with nearly 40-45% of the root tips, whereas this percentage 

dropped to 3-12% with the missp8 silenced strains (Figure 2B). Microscopic analysis of 

transversal sections of 2 weeks-old ECM formed between P. tremula x P. alba and L. bicolor 

ev7 strain displayed a dense fungal mantle and Hartig net, two hallmarks of active ECM. 

Internal mantle was composed of highly structured fungal hyphae (Figure 2C). By contrast, 

missp8-RNAi lines displayed a loose mantle, if any. Altogether, these data suggest that 

MiSSP8 is required for the development of the mycorrhizal inner mantle. 
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MiSSP8 contains an unknown repetitive motif shared with small secreted proteins from 

saprotrophic fungi 

To determine whether MiSSP8 is a conserved candidate effector, we searched for MiSSP8 

orthologs in the genomes of 13 L. bicolor strains sequenced by the JGI (Martin et al., 

unpublished results) and Laccaria amethystina (Kohler et al, 2015). These strains correspond 

to sib-monokaryons of the L. bicolor S238N progeny (e.g., S238N-H70)(Di Battista et al., 

1996 ; Selosse et al., 1996) and geographic isolates of L. bicolor collected in Europe or North 

America. Multiple alignments of the predicted MiSSP8 sequences revealed a highly 

conserved protein with only 4 amino acids over 70 displaying polymorphism (Table 1, 

Supplementary Figure S2), suggesting a very low level of SNP (<1) and ratio of non-

synonymous to synonymous substitutions (dN/dS) <1, reflecting a purifying selection.  

At its C-terminus, the MiSSP8 sequence contains four repetitions of the DWRR (Asn, Trp, 

Arg, Arg) motif interspaced by two amino-acids (Figure 3A). This repetitive motif is novel, 

with no match in the PROSITE and PFAM databases. The L. amethystina orthologous gene 

contained 6 repetitions of the DWRR motif and proteins of L. bicolor, called MiSSP8-like 

proteins, also contain the DWRR motif, but interspersed by more than two residues as found 

in MiSSP8 (Table 1). We then queried the MycoCosm database containing all the fungal 

genomes available, the NCBI database containing all the bacterial genomes available, the JGI 

Phytozome database (11 different plant genomes) using pattern search instead of strict 

homology. A total of 86 proteins have been identified containing the DWRR or DWRR-

related motives (Table 1). By doing a multiple sequence alignment with the GLAM2 software 

of the 86 DWRR-containing proteins, a new motif was identified, confirming this novel motif 

is shared among the 86 SSPs identified (Figure 3B). They have been detected only in Fungi, 

indicating that this motif is Eumycota specific. 90.7% of the proteins (78/86) found contain 

less than 300 amino acids (median size of 137 AA), ranging from 68 amino-acids to 286 

amino-acids (Figure 3C). 76 proteins over 86 (88.4%) are predicted as secreted according to 

SignalP v4.1 (Table 1) and number of repetitions varies from four repetitions to sixteen 

repetitions (Figure 3C). The 86 DWRR-containing proteins belong to 43 different fungi 

displaying different lifestyles, but with 34 of them being saprotrophic (Table 1). Eight 

DWRR-containing SSPs belong to other ECM fungi, namely Hebeloma cylindrosporum, L. 

amethystina, Cortinarius glaucopus and Paxillus ammoniavirescens (Table 1), and one 

DWRR-containing SSP belongs to Armillaria mellea, a root pathogen. No protein domains 

are detected in PFAM or PROSITE databases, except for  
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three proteins from the white-rot fungus Schizophyllum commune having a peptidase A01 

domain in their N-terminal region. RNA-Seq analysis performed on ECM root tips from 

Pinus pinaster colonized by Hebeloma cylindrosporum show two DWRR-containing SSPs 

are up-regulated in ECM (Supplementary Table S2).  

Discussion 

MiSSP8 is required for ECM symbiosis establishment 

The genome of L. bicolor contains a large set of MiSSPs (Martin et al., 2008). Several of 

these secreted proteins are known to be part of a „core‟ gene regulon up-regulated during the 

development of both L. bicolor/P. trichocarpa and L. bicolor/Pseudotsuga menziesii ECMs 

(Plett et al, 2015). The up-regulated gene MiSSP8 belong to this core gene regulon, 

suggesting that MiSSP8 may act as a general genetic determinant required for symbiosis. The 

striking decrease in the rate of mycorrhiza formation of L. bicolor missp8 RNAi lines, 

compared to wild-type strain or empty-vector controls, indicates that MiSSP8 is a key 

symbiosis-related gene and suggests that MiSSP8 plays an important role in the ECM 

development. We showed that the signal peptide of the predicted MiSSP8 is processed in 

yeast cells, suggesting that MiSSP8 is secreted during ECM. However, it remains unknown 

whether MiSSP8 is secreted in the mycorrhizal mantle, the apoplastic space of the symbiotic 

interface or addressed to the root cells.  

High level of expression of MiSSP8 in ECM and fruiting body suggest its involvement in 

both symbiotic and non-symbiotic processes 

The accumulation of MiSSP8 transcripts day-7 to day 15 post-contact with Populus roots 

indicates that MiSSP8 protein is required for mantle and Hartig net formation. Microscopic 

analysis of the few ectomycorrhiza formed between L. bicolor missp8-RNAi lines and P. 

tremula x P. alba support this hypothesis as these ECM displayed no Hartig net and only the 

formation of a lose mantle. In addition, MiSSP8 is highly expressed in young fruiting bodies, 

composed of aggregation of fungal hyphae. This dual expression profile suggests an 

involvement of MiSSP8 protein in both symbiotic and non-symbiotic processes. We can 

hypothesize that MiSSP8 is likely required for fungal hyphae aggregation and/ or 

organization. In plant pathogenic microbes, several effectors have been shown to fullfill a 

double role (Zhang et al, 2015 ; Alfano & Colmer, 2004). Unlike pathogenic microorganisms, 

L. bicolor has a presymbiotic stage during which it likely prospects soil and decomposes soil 
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organic matter for its host (Lindahl & Tunlid, 2015). Moreover, saprotrophic fungi contain 

hundreds of small proteins predicted as secreted, some of them being shared with ECM fungi 

(Pellegrin et al., 2015). In addition, proteomic analysis of the secretome of free-living 

mycelium of the ECM symbiont Hebeloma cylindrosporum revealed that 28 % of the 

predicted SSPs are secreted (Doré et al, 2015). These studies suggest that mutualistic 

symbionts might use SSPs to fulfill functions related to both symbiotic and non-symbiotic 

processes. The SSPs may actively participate to the free-living lifestyle by modulating co-

operation and competition in local microbiomes (Rovenic et al., 2014) .  

MiSSP8 contains a novel fungal-specific motif found in several proteins from 

saprotrophic fungi  

Characterization of the repeated DWRR motif in MiSSP8 and several other fungal proteins 

identified a new family of proteins sharing this common motif. This DWRR motif appears to 

be specific to Fungi as it was not detected in bacterial and plant proteomes. Other fungal-

specific protein domains putatively involved in plant-fungal interactions have been identified. 

For example, the CFEM (Common in several Fungal Extracellular Membrane proteins) 

domain contains eight cysteine residues (Zhang et al. 2015; Kulkarni et al., 2013). CFEM-

containing proteins were originally reported as proteins involved in cell wall/membrane 

stability (Vaknin et al, 2014). However, CFEM proteins were also demonstrated to be 

involved in various other functions such as pathogenicity (De Zwaan et al; 1999; Kulkarni et 

al., 2003), biofilm formation (Pérez et al, 2006) and iron homeostasis (Srivastava et al, 2014). 

Zhang et al. proposed that sequence divergence facilitate the apparition of new function and 

that tandem duplication may be responsible for expansion of the CFEM domains in 

pathogenic fungi. In addition, genes coding for hydrophobins, another class of SSP, from 

Paxillus involutus evolved according to the birth-and-death model, i.e. some copies of 

duplicated genes are maintained and subfunctionalization and/or neofunctionalization may 

occur, whereas other duplicates are inactivated by mutations (Rajasheka et al, 2007). 

MiSSP8-like proteins identified in the present study exhibit the DWRR motif at their C-

termini. These proteins did not display similarities are their N-termini suggesting these 

proteins might have be involved in different function such as reported for CFEM proteins 

(Zhang et al, 2015) or RGD proteins (D‟Souza et al, 1991). We showed that MiSSP8-like 

proteins containing four DWRR repetitions are restricted to Agaricales and Boletales, whereas 

other MiSSP8-like proteins are detected throughout the Eumycota phylla. MiSSP8-like 

proteins are not restricted to ECM fungi and were detected in saprotrophic fungi, including 
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wood decayers. This is consistent with our previous study showing that several clusters of 

SSPs are shared between saprotrophic and ECM fungi (Pellegrin et al, 2015). This set of 

candidate effectors do not belong to the set of symbiotic genes having a rapid turn-over 

(Kohler et al., 2015).  

In summary, we showed that the gene MiSSP8 from the ectomycorrhizal fungus L. bicolor is 

highly upregulated in ECM and fruiting body and its expression is required for ECM 

development, The predicted protein is likely secreted in the extracellular space and contains 

the novel fungal-specific (DWRR)n domain. The  (DWRR)n domain is shared by both 

ectomycorrhizal and saprotrophic fungi. Biochemical analyses of MiSSP8 are currently 

underway to characterize the role of MiSSP8 in L. bicolor development. 
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Supplementary File 1: Secondary structure prediction by PSIPRED software v3.3. In silico 

analysis of secondary structure performed on the predicted MiSSP8 sequence with the 

PSIPRED software identify an alpha-helix from amino acid 19 to 27.   

 

 

 

 

Supplementary File 2: Multiple alignments of the predicted MiSSP8 sequences from the 

Laccaria PanGenome. Multiple alignments of the MiSSP8 orthologs using MAFFT v7.187 

shows only four amino-acids polymorphism (black arrow) over 70. 

 

 



 

Fungal 

strains 

Number of T-

DNA integration 

and method used 

to identify 

integration site 

T-DNA integration 

site (on L. bicolor 

genome v1) 

T-DNA integration information  

MiSSP8 

RNAi 

strain 3 

1 LB TAIL-PCR LG_6:3490282 Intronic integration within a gene model 

which encoding a predicted protein of 

unknown function (ID 3302639). 

 

MiSSP8 

RNAi 

strain. 4 

 1 LB TAIL-PCR LG_4:3835819 Intergenic integration. 

MiSSP8 

RNAi 

strain. 14 

1 Plasmid rescue LG_10:3683186 Closest gene model upstream of the 

integration site: 566 bp from the start 

codon of a predicted protein of 

unknown function (ID 333201) 

 

Closest gene model downstream of the 

integration site: 873 bp from the start 

codon of a predicted protein of 

unknown function (ID 608644). 

MiSSP8 

RNAi 

strain. 24 

1 Plasmid rescue LG_10:2948908. Closest gene model upstream of the 

integration site: 745 bp from the stop 

codon of a predicted dehydrogenase 

protein (ID 449638). 

 

Closest gene model downstream of the 

integration site: 955 bp from the stop 

codon of a predicted protein of 

unknown function (ID 607195). 

WT 

(S238N) 

0 N/A N:A 

Empty 

vector 7 

2 LG_9:25096 Closest gene model upstream of the 

integration site: 158 bp from the Start 

codon of a predicted BTB/POZ protein 

binding domain protein (ID 318650) 

Closest gene model downstream of the 

integration site: 127bp from the Start 

codon of a predicted ORF of unknown 

protein (ID 31851) 

Empty 

vector 9 

1 LG_12:819590 Integration within a glycoside hydrolase 

family 38 encoding genes (ID 184867) 

 

Supplementary Table S1: Molecular characterization of the Laccaria bicolor missp8 

RNAi mutants used in this study 



 

Supplementary Table S2: RNA-Seq data available on DWRR-containing SSPs from 

ECM fungi. RNA-Seq analysis performed on ECM root tips of H. cylindrosporum / P. 

pinaster or L. bicolor / P. trichocarpa show contrasting expression level between FLM and 

ECM. 

a
 : Experiment fold change is calculated by dividing ECM/FLM (both expressed in RPKM). 

Negative fold change is obtained by calculating (ECM/FLM)
-1

 
b
 : Expression level, expressed in RPKM, corresponding to a mean of three biological 

replicates. 
c 
: Size is given in amino acids. 

 

 Protein ID Fold Change
a
 FLM 

b
 ECM 

b
 Size

c
 

Hebeloma 

cylindrosporum 

440029 2,117611844 636,5057869 1347,872193 85 

448789 -10,18446404 17,69469231 1,737420079 156 

443466 5,349736826 108,4458251 580,1566242 179 

Laccaria bicolor 
334723 4,71 0,1 0,471 115 

388224 (MiSSP8) 66,235 0,6 39,741 70 



Species Lifestylea ProtIDb Rep. Sizec 
Sequenced

 

Laccaria bicolor ECM 703645 4 68 MYFHTLFACATLMLITTAHASPTVINSLDSRKADLNRDVEARHAADWRRDSDWRRDSDWRRDSDWRRDS* 

Laccaria bicolor ECM 388224 4 70 MYFHTLFACATLMLITTAHASPTVINSLDSRKADLNGDVEARHAADWRRDSDWRRDSDWRRDSDWRRDSD* 

Laccaria bicolor ECM 723803 4 70 MYFHTLFACATLMLITTAHASPTVINSLDSRKADLNRDVEARHAADWRRDSDWRRDSDWRRDSDWRRDSD* 

Laccaria bicolor ECM 771099 4 70 MYFHTLFACATLMLITTAHASPTVINSLDSRKADLSGDVEARHAADWRRDSDWRRESDWRRDSDWRRDSD* 

Laccaria bicolor 
H53 

ECM 427122 4 70 MYFHTLFACATLMLITTAHASPTVINSLDSRKADLNGDVEARHAADWRRDSDWRRDSDWRRDSDWRRDSD* 

Laccaria bicolor 
H70 

ECM 465715 4 70 MYFHTLFACATLMLITTAHASPTVINSLDSRKADLNGDVEARHAADWRRDSDWRRDSDWRRDSDWRRDSD* 

Laccaria bicolor 
H82xH70 

ECM 231734 4 70 MYFHTLFACATLMLITTAHASPTVINSLDSRKADLNGDVEARHAADWRRDSDWRRDSDWRRDSDWRRDSD* 

Laccaria bicolor 
S238N 

ECM 169408 4 70 MYFHTLFACATLMLITTAHASPTVINSLDSRKADLNGDVEARHAADWRRDSDWRRDSDWRRDSDWRRDSD* 

Botryobasidium 
botryosum 

Wood decayers 
(BR) 

36113 4 72 MRSVFFIAASLFFAQSALAAAVPRPIQDLAPWKRVENDRPGWKREEVGGADWKREEVGGADWKRGDAAVGQL* 

Aporpium caryae Wood decayers 771601 4 73 MRLSTLLVLALSSVALAAPAVGIDARAKAVTPGWKRKEAVTPGWKRESPVTPGWKRKEAGTPDWKRAEDGTPE* 

Exidia glandulosa Wood decayers 774536 6 85 MFFQNLLAIISLTLAIAVSAQASYPALKRDPAQDWKRDPSQDWRREPAQDWRLEPAQDWRREPDQDWKREAAQ
DWKREAAQDWRR* 

Hebeloma 
cylindrosporum 

ECM 440029 4 85 MLFTPRYLAVISLFFLSSMVAAAPVAEADGPDWRRENSLARASADWRRAEVVGRDAASADWRRSEKGARATVD
WRRSENEARGRT* 

Gymnopus 
androsaceus 

Wood decayers 
(WR) 

1690366 5 86 MLFSSRYLAVISLFLLTSTVAAAPVSNPSDPDWRRTDSVARADPDWRRTEADWRRAEADWRRTENAARGDPDW
RRSENSARSNPDW* 

Artolenzites 
elegans 

White rot 806214 5 87 MQFRTMLVFVALALANVGYGAPTPQGIDNSDLPRGVPTSDWRRGVPTSDWRRGVPTSDWRRGVPTSDWRRGV
PTSDWRREPEAEAGL* 

Auriscalpium 
vulgare 

Wood decayers 1564130 4 91 MRFIAAFVTLALTAAFVPAYAAPAALPADLSLRQESPAAGNWRRGEASPDIIPAGNWRRGEASPDIIPAGNWRRGE
VSPDIIPAGNWRRDV* 

Bjerkandera 
adusta 

Wood decayers 38578 4 91 MSARSIPSLAVLLAFFFVLLAVVSAAPVPELEERGGLGYSNASWKRGLGYNNASWKRGLGYNNASWKRGSLSYGA
GSADWKREPEPETNDA* 

Schizophyllum 
commune 

Wood decayers 
(WR) 

256147 5 94 MHFTRAIAAAALLLAATVAAAPVPGDELPELKRAGAGVVSSDWKREAGVPTSDWKREAGVPTFDWRRDVPTSD
WRRGVPTSDWRKRQGIRNSDW* 
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Schizophyllum 
commune 

Wood decayers 
(WR) 

324408 5 94 MHFTRAIAAAALLLAATVAAAPVPGDELPELKRAGAGVVSSDWKREAGVPTSDWKREAGVPTSDWRRDVPTSD
WRRGVPTSDWRKRQGIRNSDW* 

Schizophyllum 
commune 

Wood decayers 
(WR) 

2611276 5 94 MHFTRAIAAAALLLAATVAAAPVPGDELPELKRADAGVVSSDWKREAGVPTSDWKREAGVPTSDWRRDVPTSD
WRRGVPTSDWRKRQGIRNSDW* 

Gymnopus 
luxurians 

Litter decayers 98464 4 96 MARKEQSEMARSIQLEDVAMRGDMHRLADWKREISGAPTADWKRDVSGAPTADWKRDPEPQPGMRTADWR
REPQSNDDSGASHFESKRMDQRIPSW* 

Gymnopus 
androsaceus 

Wood decayers 
(WR) 

921359 5 98 MRTTFSVAFAFAIFSMLASAAPIESNVVVRGPPDWRREGAEVARGPPDWRRDEVARGPPDWRREGTEVARGPPD
WRREGAGVARGPPDWKRQEADSAI* 

Laccaria 
amethystina 

ECM 676588 6 102 MYFHNLFACVTLMLITTAYASPTVRNSLDSRNGDFNGDVEARHAFEGAGQRNQDWRRGTDWRRGTDWRRGTD
WRRGTDWRRDSDRDWRRDRHSLNELEREGS* 

Gymnopus 
luxurians 

Litter decayers 239794 5 104 MRYFSLASAMVVFSILLSYCSAVPLDSRSGTGEAGAADWRRSGTGEAGAADWRRSGTGEAGAADWRRSGTGEA
GAADWRRSGTGEAGAADWRRSGTGEAGAADW* 

Laccaria 
amethystina 

ECM 99136 6 105 MRIASTILIIASIAIAIFAAPINDGVVARGVKVVRAAEAQSQHDWRREAEAGQDWRREAEAGQDWRREAEAGQD
WRREAEAGQDWRREAEASQDWRRDAEAQMDW* 

Laccaria bicolor ECM 658069 6 105 MRIASTILIIASIASAVCAAPINDEVVARGIEVVRAAEPEAQRDWRREAEPQRDWRREAEAQRDWRRDAEAQRDW
RRDADAQRDWKRDAEAQRDWRRDAEAQRDW* 

Schizopora 
paradoxa 

Wood decayers 936356 9 105 MQLSRTLFFVLGVVAMAAAAPINADGGVVAREPGQDWRREPGQDWKRVDQDWRREPGQDWKRVDQDWKR
VDQDWRREPGQDWKRVDQDWKREPGQDWRREPGQDW* 

Macrolepiota 
fuliginosa 

Litter decayers 788375 5 107 MRVSFLFVASIIGAALAAPLPVDGDAAPIARANAGPPPPWKREAEAAPNPSSPSDWRRDAAAGNPSDWRRNAEA
ANPSSDWRRNAEAQPHAAVADWRRAPIIPEDQV* 

Paxillus 
ammoniavirescens 

ECM 1012017 4 108 MQLSRLALLVAFVCSAVALPVAPAAELLDRSPVQDRSTSGFGGDVTPEMKRGSGGISSPGWKRGSGGISSPGWKR
GSGGISSPGWKRGSGGISSPGWRRETADFDVPA* 

Amanita thiersii Litter decayers 5213 5 112 MRILILAILLTAALAAPISSDADTTTPDTTNVPNADLPAAAHVGLSAPDWKRGNIGPPDWRRSVRLPPDWRRANIG
APDWRRDDESEIEVQGIEGGAVPPDWRRAIRPPPWK* 

Laccaria bicolor ECM 334723 7 115 MRIASTILIIASIVSAVCAAPINDEVVARGIEVVRAAEPEAQRDWRREAEPQRDWRRDAEAQRDWKREAEAQRDW
RRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDW* 

Laccaria bicolor 
H70 

ECM 244601 7 115 MRIASTILIIASIVSAVCAAPINDEVVARGIEVVRAAEPEAQRDWRREAEPQRDWRRDAEAQRDWKREAEAQRDW
RRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDW* 

Laccaria bicolor 
H82 

ECM 435739 7 115 MRIASTILIIASIVSAVCAAPINDEVVARGIEVVRAAEPEAQRDWRREAEPQRDWRRDAEAQRDWKREAEAQRDW
RRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDW* 

Laccaria bicolor ECM 446561 7 115 MRIASTILIIASIVSAVCAAPINDEVVARGIEVVRAAEPEAQRDWRREAEPQRDWRRDAEAQRDWKREAEAQRDW
RRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDW* 



 150 

H82xH70 
Fistulina hepatica Wood decayers 

(WR) 
75093 10 117 MFFNRILTVVAAVLVVSVAAAPAPVPIAADSVERNVDWKRQQNVDWKREANVDWKRNVDWKREAEANVDWK

RNVDWKRNVDWKRGNVDWKREAEANVDWKREAEANVDWKREANVDW* 

Rhizodiscina 
lignyota 

Wood decayers 58893 6 118 MRFIIASVVVAFFVTAANGVPVSELDSLSMGTRKVEFPSFNNHAAELVERGQTDWKRNPETDVKRGQTDWKRGQ
TDWRRGQTDWRREVEDEKRGQTDWKREVEEKRGQTDWRRGQTDW* 

Trematosphaeria 
pertusa 

Wood decayers 507338 5 119 MRFILPVLAALVAVTIAAPTPDPKKPGDIYKRHENKRAEDTERGDIPWKRGEATTETERGGIPWKREEASTDTERGGI
PWKREEASTETERGGIPWKREDATTDTERGGIPWKRSRGGY* 

Hypholoma 
sublateritium 

Wood decayers 
(WR) 

40934 6 121 MRVVSFTLLVVSALSAVFAAPINDALIVRDALLVREAGPTPPGWKREALPTPPGWKREAEPQPTPPGWKREAAPLP
TPPGWKREAAAAPTPPGWKREAVPQPGPPGWKREAAPRPTPPGWK* 

      

Auriscalpium 
vulgare 

ECM 1678228 4 124 MRLTVTFVTLALAAAFDPVFAAPVAAPAGQTLRQESPDLALPDNWRRGEVSPDLALPDNWRRGEVSPDLALPDN
WRRGEIGPDLALPDNWRRPDLALTTGVAVRSAPTSLFPTTGVATLSRAEW* 

Laccaria bicolor 
D101 

ECM 833330 6 125 MRIASTILVIASIASAVCAAPINDEVVARGIEVVVGPAIFPISNQPNVFDPPFQRAAEAEAQRDWRREAEPQRDWRR
DAGAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWKRDAEAQRDWRRDAEAQRDW* 

Gymnopus 
androsaceus 

Wood decayers 
(WR) 

876936 9 126 MRANGILAAVALLFSMLAVVTAHPIELREDGVPPDWKREDGLPPDWKREDGLPPDWKREDGLPPDWKREDGLP
PDWKREDGLPPDWKREDGLPPDWKREDGLPPDWKREDGFPPDWKREDGLPPDW* 

Gloeophyllum 
trabeum 

Wood decayers 
(BR) 

109288 11 130 MFSKFYLAILLLIGAVLSTALPTPEAAPAAAIDVKRGGSDWKREPEPGSDWKRGSDWKREPEPGTDWRREPQRGS
DWKRGSDWKREPEPGSDWKRGGSDWKRGSDWKREAEPGSDWKRGSDWKREPGSDW* 

Cortinarius 
glaucopus 

ECM 7098042 7 131 MLFSIRYLTAFSLFLLTTRVAAAPVAEASSPEWRQNIAREAADWRRSEIDARGSPDWRRSENYARGSPDWRRSEND
ARGSPDWRRSENDARGSPDWRRSEIDARGSVDWRRSEIDARGSVDWRRSENDVRG* 

Bjerkandera 
adusta 

Wood decayers 187723 9 137 MVFSSTLRALSILALLALALASPTPPLSGREADTPSPPPWRREVDTEVNTPAPPPWRRDEAAPPPWRRDELSPPPW
RRDELAPPPWRRDEQFPPPWRREESSPPPWRRDEPAPPPWRRDDLAPPPWRRDEATLDQLK* 

Ceratobasidium sp Plant associated 609397 6 137 MRFSITFVMAVCAPLLALAAPISLNPPKPGSAEAQGFPNLGWKREDAHVEAYTGQEWKRDGTDPAAYRGQGWKR
DDASTDAYTGQGWKRDPPKEDYPNHGWKRDEPKEDYPNQGWKRQGGSIGIASGPGGFNKGWKA* 

Neolentinus 
lepideus 

Wood decayers 
(BR) 

1095641 11 137 MFLSKSYLAIFILLFAVLASGLPTPEADPSLVERTAIEDAKRGNTDWRRGTDWKREPGSGSDWKREPEPGTDWKRG
TDWKRGTDWRREPEPGTDWKRGTDWKREAEPGTDWRRGTDWRREPEPGTDWKREAAPGTDW* 

Agaricus bisporus Litter decayers 1171138 8 138 MRSLTFFALIASVLAATVTAVPLENSNLPGRDVDLETSATPGAPGWKRSEQGPGAPGWKRSEQGPGAPGWKRKE
QGPGAPGWKREEQGPGAPGWKRKEQGPGAPGWKRSEQGPGAPGWKRKEQGPGAPGWKRTEDTPA* 

Macroventuria 
anomochaeta 

Saprotrophs 451518 6 138 MRVTILSLALTMSVIVMALPTPLAPTSTTINIREPHALGTWPSWKRNAEPSTPGWKREAEDEAEAGTWPSWKREA
EDEAEAGTWPSWKREAEDEAEAGTWPSWKREAEDEAEAGTWPSWKRDAVKPAKPGRNGVEGTE* 

Aporpium caryae Wood decayers 735414 8 139 MLFTKVVLAVAACAIATVQAAPNPQIKSPNWRREPAAAKPVADVSYWRREAEPEAEPATPNWRRNPEAATPNW
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RREPEAGTPNWRREPEAATPNWRREAEAATPNWRREADAEPATPNWRREAEAEPATPNWRREAKPE* 

Stereum hirsutum Wood decayers 107311 8 140 MKFSYTPLLLVLFAAFVAALPAVPRMSGEGGDQDWKRVAVPDVVERMSGEGGDQDWKRLSGKGGDQDWKRM
SGEGGDQDWKRMSGEGGDQDWKRMSGEGGDQDWRRFSGEGGDQDWKRMSGEGGDQDWRRMSGEGGD
QDW* 

Laccaria bicolor 
H53 

ECM 375680 10 145 MRIASTILIIASIASAVCAAPINDEVVARGIEVVRAAEPEAQRDWRREAEPQRDWRRDAEAQRDWKREAEAQRDW
RRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWKRDAEAQRDWRRDAEAQR
DW* 

Laccaria bicolor 
S238N 

ECM 437780 10 145 MRIASTILIIASIASAVCAAPINDEVVARGIEVVRAAEPEAQRDWRREAEPQRDWRRDAEAQRDWKREAEAQRDW
RRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWRRDAEAQRDWKRDAEAQRDWRRDAEAQR
DW* 

Macrolepiota 
fuliginosa 

Litter decayers 735395 11 148 MSLADTSVLLQKRGDATAPGWRRDNAGAPGWRRGVEGAPGWRRGEEGAPGWKRSENSAPGWRRAEDGAPG
WRRAEASAPGWKRAEDGAPGWRRGENGAPGWRRGSDEAASSPTWKRELEDVAAPPWKRTEEGAAALPWKR
GADAEIVD* 

Amanita thiersii Litter decayers 46935 7 151 MRSIPFALAILSFLSLATAAPILNDDLALRSDFEAREPGVVAVPILEREPEELPTRNWQRAATPPDWRRTAEAEAYAPD
WRRDAEPEAGAPVQSWKREPEPGAPTRPWKREPEAGAPVQDWRREPEAGAPTRSWRRDAPQPPSWRRDAPP
S* 

      

Dendrothele 
bispora 

Unknown 800387 7 151 MRTSTLFATLLVSLLSSSVYGSPIPVASDSNDSIQLARDLQSLEGRSPTFRQASWKREEELDERWYRNASWKRDEEAK
RFSADWKRDEEEAKRFNADWKRDEEAKRFSADWKRDESEAKRFKADWKREEEVEEKRVYRQVDWKREAANAD
W* 

Galerina 
marginata 

White rot 204523 9 151 MLFNSRYLAVISLFLLTSTVAAAPVPEAGTAPDWRRSEIDARGNADWRRTEIDARGNADWRRSENNARGNADWR
RSENTARGNADWRRSEIDTRGNADWRRSENDARGNADWRRSENSARGNADWRRTENNARGNADWRRSEND
ARGNADW* 

Dendrothele 
bispora 

Unknown 807090 7 152 MRTSTLFATLLVSLLSSSVYGSPIPVASDSNDSIQLARDVQSLEERSPTFRQASWKREEEELDERWYRNASWKRDEEA
KRFSADWKRDEEEAKRFNADWKRDEEAKRFSADWKRDESEAKRFKADWKREEEVEEKRVYRQVDWKREAANA
DW* 

Dendrothele 
bispora 

Unknown 836685 7 152 MRTSTLFATLLVSLLSSSVYGSPIPVASVHSNDSIQLAQDLQSLEERSPTFRQASWKREEELDERWYRNASWKRDEEA
KRFSADWKRDEEEAKRFNADWKRDEEAKRFSADWKRDESEAKRFKADWKREEKLEEKRVYRQVDWKREAANAD
W* 

Exidia glandulosa Wood decayers 642657 10 155 MQLTLSFVLLSIFSAVIVIAAPAAAPIDPAPNWKREPEVHPPDWRREAAVHNPDWKREPEVHPPDWRREAAVHNP
DWKREPEVHPPDWRREAAVHNPDWKREPEVHPPDWRREAAVHNPDWKRGPEVHPPDWRREAAVHNPDWK
REPAVASEPLI* 

Hebeloma 
cylindrosporum 

ECM 448789 7 156 MHFASLIAFVALTFFTSTQALPVSVEVLNDSSPTDAVAHAVDRLLSLTEAKGQGSPGWKRSALEPNTPVPPPWKREA
DSEGSPAWKRKESSISSPPWRRTTTTTPPPPTPDWKRQMDSSVPPGSPDWRREAEESVPPPWKRTSEQSASPPW
KRSYA* 

Macrolepiota Litter decayers 804339 10 158 MRLSFFLSLFLVASATALPVAEPAAAPAPAAVAGNSDWRRGNSDWRRGNSDWRRGNSDWRRAEVDERGNSDW
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fuliginosa KRSEAEARGSGNSDWRRSDVNARAEARGNSDWRRDTALPERAAVDSRGNSDWRRTEVDVRGNSDWKRAGSEA
RGNSDWRREESEQA* 

Ramaric rubella Saprotrophs 1624630 5 158 MALRSPSPVPVSVIEISSGEEAAAEMKELDWKKEILEEKLWKKAKAKRERQEKEAKRERQEKEAVERHEEAWKQREE
EDWKRREKEDWKRREKEDWKRREKEDWKRREKEDEDWKRQEDTDQKKWWEDAERWKNESTWSIREEPELRK
TSVSGSEIFE* 

Coprinopsis 
cinerea 

Litter decayers 490115 7 160 MRIASAALFFVSVLSVVSALPTPEVDPVAPVAGVVAREPQMRPPSWRRDPEPQSRPPSWRREPEPEPEPQYKAPS
WRREPEPQSRPPAWRREPEPEPQYKAPSWRREPEPEPQYKAPSWRREPEPEPQYKAPSWRRDPEPQYKAPSWR
REPEPQMRPPSW* 

Auricularia 
subglabra 

Wood decayers 
(WR) 

1302180 10 162 MKLHAVALVLSVALAYAAPLAPAQDETVARRVSDWRRSDEARRSSPELDARVSYWKRDDVEAREAQPVSDWKRE
PEPVSDWKREPEPVSDWKRMPVSYWKRVSDWKRVSDWKRVSDWKRDDVAAREPVSDWKRTPVSDWKRVSD
WKRSESAVEVRSSVRKRQ* 

Hypholoma 
sublateritium 

Wood decayers 
(WR) 

49943 9 165 MRFSNIVAVASFMFIASTQAAPAPTPLRLYKRAELGTDGSPVQGWRREADAAPGSPVQGWKREAEANPGSPVQG
WKRDAEAAPGSPVQGWKRDADAAPGSPVQGWRREPEAAPGSPTQGWKREAEAGSPVQGWKREAEAGSPVQ
GWKREAESAPGSPVQGWKRED* 

Exidia glandulosa Wood decayers 759788 10 166 MKLTLLALVASLAVAYAAPVVPAAEGIERRVSDWRRAEADAAAQARSTPEQLDARDDVEARDAKPVSDWKRVSD
WKRVSDWKRADVDAREPKPVSDWKRDDVEARDAKPVSDWKRVSDWKRVSDWKRDDVAARAAKPVSDWRKR
VSDWKRVSDWKRGDAAVQARDV* 

Auriscalpium 
vulgare 

ECM 1681064 9 167 MRFTVQFVTLALAAAFAPAFAAPAAAPADLSLRKESTDIDVAGPWRRGEGSDIDVAGPWRRGESSTDIDVAGPWR
RGESSTGIDVAGPWRRSEGGTDIDVAGPWRRSESSTDIDVAGPWRRGDGSDIDVAGPWRRGEGSTDIDVAGPW
RRGESSTEIDVAGPWRRDV* 

Hypholoma 
sublateritium 

Wood decayers 
(WR) 

36958 10 173 MPTDPDEEGIPLPRVANTRDSELMLTMLFPSRYLTVISLFLLTSTVAAAPIPEAGGVGSGTTDWKRGSGTTDWKRGS
GTTDWKRGSGTTDWKRGSGSSDWKRSDDVEVRGSSTEDWRREEAEIDARGSSTEDWRRGSSTEDWRRGSSTED
WRRGSSTEDWRREAENDERASDW* 

Punctularia 
strigosozonata 

Wood decayers 
(WR) 

115989 10 173 MQVRTILIALAALVSATAAAPIESTDALRRDPGGVADWRREPGGVADWRREPGGVADWKKREAAPAPGGVPDW
RREPGGVPDWKREELEEARRDPGGVADWKRGGVADWRREPGGVPDWRREPGGVADWKRAEEEAEERRRHPG
GVADWRRGGVADWRRGGVADWEPESAPES* 

Hebeloma 
cylindrosporum 

ECM 443466 9 179 MRLSSTALFFVSLLTVALSAPINDAMIEARGGEEVAREPATLVNREAEAGTPVWRRDAEPGPPGWRRDAEPGPPG
WRRDAEPGPPGWRREADADPAPPGWRREAEAYPGPPGWRREAEPAPTPPGWRREAEPAPTPPGWRREAEAA
PTPPGWRREAEAAPTPPGWRREAEPAPTPPGWR* 

Gymnopus 
luxurians 

Litter decayers 242026 11 181 MRTYSLLAGAMVLLFAVHSQAAPIEARAGTSEAGAADWRRAGTSEAGAADWRRAGTSEAGAADWRRAGTSEAG
TADWRRAGTSEAGTADWRRAGTSEAGAADWRRAGTSEAGAADWRRAGTSEAGTADWRRAGTSEAGTADWR
RAGTSEAGAADWRRAGTSEAGAADWRRAGTSEAGAADW* 

      

Gloeophyllum 
trabeum 

Wood decayers 
(BR) 

141070 17 183 MRVQALLAVFASALAVARAAPVETRDLVARSPVVEARADVVARASDWKREPEPEPEPASDWKRASDWKRASDW
KRASDWKREPEPASDWKREPEPASDWKRASDWKRASDWKRASDWKREPEPASDWKREPEPASDWKREPEPA
SDWKRASDWKRASDWKRASDWKREPEPEPASDWKRASDW* 
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Plicaturopsis 
crispa 

Wood decayers 
(BR) 

180022 15 185 MRVQSLVLALSALAAAVAGLPLGGAEVVVARAPVADARAVEARIGPDWRREPGEPGSDWKRGDPGADWRRGES
GADWKRGEGGPDWKREPGESGSDWRREPHTPDWKREPHTPDWKREPHTPDWKRATPDWRRGEGGPDWKR
EPGEAGPDWKRGEGGPDWRREPGTPDWRREPATPDWKRATPDW* 

Auriscalpium 
vulgare 

ECM 1681041 4 203 MATKTSRYSSFCGASVEVPSAADLQGVVEEQSEALADLGMAVGGVEASLKENTKVVKGNVVGLNERIMEPVKWLR
LKQALLVLISFSLAKAASDTDRCSLVVISIKDFHLLVFQGVYCLQARPPSMKFSTAFFALVLATVVSAGPLEEKRVGSDW
ERGVGTDWKRGVGTDWKRGLGTDWKREVGPDSERGLGTDWKRDEGVQA* 

Microstromatales 
sp 

Saprotrophs 278564 8 211 MKFITAATALALCAALGVAAAPVSEAPLAERAVVEERTVRNNPWKRTVRNNPWKRDEDLEERTVRNNPWKREED
LEERTVRNNPWKRTVRNNPWKRDEDVEERTVRNAPWKREEQSLEERTVRNAPWKRDEDVEERTVRNAPWKRD
EDVEERTIAAIMTVLSKRFPTRASGRAKSITILVYARIRSSSATSLFDESRASPTYFPSLLWTRT* 

Schizophyllum 
commune 

Wood decayers 
(WR) 

2705922 12 223 MRLDHILALAAALLASAAVGSPVPAPEAAPAADVDARGFRTNDWRRAPEEEARGFRTNDWRREPGFRTNDWRR
DPQVKSPSWKRAPEEEARGFRTNDWKREAGFRTNDWKREEDIDERGFRTNDWKRAADVEARAEAVEAREAHVE
ERQYRTNDWKRDEARGFRTNDWRREPGFRANDWKREPGFRTNDWRRSPEEVVEARSPEEAVEERQYRTNDWR
REVEA* 

Pycnoporus 
coccineus 

Wood decayers 
(WR) 

1438311 10 226 MISIRGSAFFIILLHALSAAVDMASARPAVGLAAPPPVPTEQVWRREVAAVVPVPSEPGWRREDPVPTEPGWRRDE
AVAPVPTEPGWKREEGVVVLVPSEPGWRREDPVPTEPVWRRKEDVVAPVPTEPGWRREDDAADPVPTEPGWRR
EDAAAVPVPTEPGWRRDEDAANPVPTEPVWRREEAVAAPVPTEPGWRREAPVPTEPGWRRADAAAAPVPTEPG
WKRA* 

Schizophyllum 
commune 

Wood decayers 
(WR) 

285556 14 230 MRLDHIFALAAALLASAAVGSPVPAPEAAPAAEVDARGFRTNDWRRSPSPEPQVKSPSWKREPEEEARGFRTNDW
KREAGFRTNDWKREAGFRTSDWKREAGFRTSDWKREEEVEERQYRTNDWKREAGFRTNDWKREEDVEARAED
VEELAEDVEERQYRTNDWRRSPEEEARGFRTNDWKREAGFRTNDWKREAGFRTNDWKRDPQSPSWKRAPEEE
ARGFRTNDWRRE 

Armillaria gallica Wood decayers 
(WR) 

1016168 13 240 MRFHNLLVVLASAMAFVGAAPAGELSEVELREAEPANGGGGQSGQSWRRDAEEIHVAREPANQASAAWRRGPA
NQASAAWRRDPANQASAAWRREPANQASAAWRRDPANQASAAWRREPANQASAAWRREAEPMNGGSAGA
AWRRQPEAEPMNGGATGQSWRREAEPMNQPAAGWRREAEPMNQPAAGWRREAEPMNGGATGQSWRREA
EAEAEPINGNGPSWRREAKAEPYNQPVAGW* 

Aporpium caryae Wood decayers 356713 12 247 MANCTRSAVRNVSTAERFIKTSSGPGPLPRHPISPGSSHRPAVAMKLSIFALVASLVVAAVAAPVAPSHDMLERRTS
DWRRSEAVNARTSDWKRTSDWKRTSDWKRTSDWKRTSDWRRSSDRKRADVDARDAHAQPTSDWKREAEPEP
VPVAEEKRTSDWKRTSDWKRTSDWKREGDVAAREPTSDWKRTSDWKRESVDVETSRLVSPRTRVALVRLFTTLPS
TRPRSLPIILYLLARLRAWRPCVP* 

Pycnoporus 
coccineus 

Wood decayers 
(WR) 

880174 15 258 MVSIRGYAFFVILVHALSAAVDMASARPAVGVAAPPPVPTEPGWRRDIAAVVPVPSEPGWRREDPVPTEPGWRR
DEAVAPVPTEPGWKREEGVVIPVPSEPGWRREDPVPTEPGWRREEDVLAPVPTEPGWRREDDAADPVPTEPGW
RRDEAAVVPVPTEPGWRREEDAAAPVPTEPGWRRNEAVANPVPTEPGWRRDEAAAAPVPTEPGWRRADDAVV
PVPSEPGWRREAPVPTEPGWRRADAVAAPVPTEPGWKRA* 

Schizophyllum 
commune 

Wood decayers 
(WR) 

248517 14 263 MRLDHIFALAAALLASAAVGSPVPAPEAAPAAEVDARGFRTNDWRRSPEEEARGFRTNDWRRSPSPEPQVKSPSW
KRGPEEEARGFRTNDWKREAGFRTNDWKREPGFRTSDWKREEDVEERQYRTNDWKREAGFRTNDWKREEDVE
ERAEGVQERAEDVESRAEAVESRAEAVESRAEAVGERQYRTNDWRRSPEEEARGFRTNGWKREAGFRTNDWKR
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DPQVKRPSWKRDPQVKRPSWKRAPEEEARGFRTNDWRREEVGA* 

Armillaria mellea Root pathogen 13461 7 286 MRFHNVLVVLASAMAFVGAAPAGERSEVELREPEPANGGGGQSGQSWRRDAEDIHVAREDIHVAREPANQASA
AWRRDPANQASAAWRREPANQASAAWRREPANQASAAWRRSPANQASAAWRREPEPANQASAAWRREPEP
MNGGSAGAAWRRQPEAEPMNGGGGASGQSWRREAEPMNQPAAGWRREAEPMNQPAAGWRREAEPMNQ
PAAGWRREAEPMNQPAAGWRREAEPVDGQSLRREAEAEAESLRREAEAEAEPINGNGPSWRREAKAEPYNQPV
AGW* 

Sarcoscypha 
coccinea 

Wood decayers 460438 5 325 MQLSTLLPLAILSLASASLLIDYTGGDPANVLGNVELEGSSLGDHVDESDDCFIKPGEDPDTGKQSLHYHRSSDFRRAE
VKTLANKIQEDKTYYIGYNLRLTQEHESLVIFQWKKYDKTASPVQNIPFHLEFKSSQLTLAYTVPDEARKAVAWSDFSI
GEEHHIGLAINTADDGSGWLEYYIDGEQQKFDGADRLEGARLFTGPTGPKFGIYRGEGSGEASEFDSYVYRVMISDE
SFDEVEEAAGISGSGSGSGSSGNSTESATGKKEDEEKRQVQNPDWKRQVQNPDWKRQVQNPDWKRQVQNPD
WKRQVENPDWKRQVKNPDW* 

Schizophyllum 
commune 

Wood decayers 
(WR) 

2745165 4 504 MANMRMDAMSIRDSGNEYLVEMSTLQNGNYDVSYMVPLKVGTPPQTVYVQVDTGSSDLWLASPSCQTSACKSS
GHTYDPSSSSSAQTTSADFSISYLQGQVSGDVVKDTVRIGPASINAQALAAASNVTNEPLGDEFNGVLGLALPDNSLI
ASKDGGDAVTKGLFGADGAPGNKFIGMLLGRPGSDRYPSLLGLGTHPSSEQLRLPDGKDVESSLSYLGLSSDESGELL
FKVQLAGIDAHPSTVQGPDAGTNQNNLTADTALLGAPLRAVFDSGVPLILTTSTIANAVYGAVGVGPGSDGVYYLPC
ATPLNLTFTLAESGSNDSPRIAVPLHPSDMVIDGGGGGRGAGTGSCMGAIQAVADLDSSSSNGAGVDIVLGTPFMR
NVYSVLAYENPDAWHGQRKRAGPSDWRRDVPMSDWRRDVPTSDWRRDVPTSDWRRGGPSAKEGRQHEHSTF
VERELRREDEREKLVARHARHNSTRCFSREHDFEEGRSGGVGLRISRLARR* 

Schizophyllum 
commune 

Wood decayers 
(WR) 

112143 9 694 MANMRTDAMSIRDSGNEYLVEMSTLQNGNYDVSYMVPLKVGTPPQTVYVQVDTGSSDLWLASPSCQTTACKSSG
HTYDPSSSSSAQMTSADFSISYLQGQVSGDVVKDTVRIGPASINAQALAAASNVTNEPLGDEFNGVLGLALPDNSLIA
SKDGGDAVTKGLFGADGAPTNKFIGMLLERPGSDRYPSLLGLGTHPSPEQLRLPDGKDVESSLSYLGLSADESGELLF
KVQLAGIDTHPSTIQAPDAGTNQNNLTSDTALLGAPLRAVFDSGIPLILTTSTIANAVYGAVGVGPGSDGVYYLPCAT
PLNLTFTLAESGSNDSPRIPVPVHPSDMVINGGGGGQGAGTGSCMGAIQAVADLDSSSSNGAGVDIVLGTPFMRN
VYSVLAYENPDAWHGQRKRAGPSDWRRDVPTSDWRRDVPTSDWRRDVPTSDWRRGVPTSDFRRSVPVSDFRR
GVPVSDFRRGVPTSDFRRGVPVSDFRRDVPTSDWRRGGSSDWRRTEAGERLADWRRGGPSDWRRGGPSDWRR
AGDEGDLRLRRRHRRADQPERSSPHPRSSPNFARASSDTPFLGIIPLTDPSWAAVEFEAVNVKGTAYPDPDVADSGD
LSAVGAASGDGGGLALGVKIFLGILGFFILCALLLGGRFFYMRRKAQKATPAEKAAEEAKETQRIESWRSSAELIKDKQ
QFQDINGVRLD* 

Schizophyllum 
commune 

Wood decayers 
(WR) 

2613917 7 738 MIKGRARSLLPHDGRASARSFPLTAAGPSTPEVPLKVAAAIVVLHLHSLPALSPLHIPLPCPARPRTIVIMANMRMDA
MSIRDSGNEYLVEMSTLQNGNYDVSYMVPLKVGTPPQTVYVQVDTGSSDLWLASPSCQTSACKSSGHTYDPSSSSS
AQTTSADFSISYLQGQVSGDVVKDTVRIGPASINAQALAAASNVTNEPLGDEFNGVLGLALPDNSLIASKDGGGDAV
TKGLFGADGAPGNKFIGMLLGRPGSDRYPSLLGLGTHPSPEQLRLPDGKDVESSLSYLGLSSDESGELLFKVQLAGIDA
HPSTVQGPDAGTNQNNLTADTALLGAPLRAVFDSGVPLILTTSTIANAVYGAVGVGPGSDGVYYLPCATPLNLTFTL
AESGSNDSPRIAVPLHPSDMVIDGGGGGRGAGTGSCMGAIQAVADLDSSSSNGAGVDIVLGTPFMRNVYSVLAYE
NPDAWHGQRKRAGPSDWRRDVPTSDWRRGVPTSDFRRGVPTSDFRRGVPVSDFRRGVPVSDFRRDVPTSDWR
RGGPSDWRRTEAGERLADWRRGGPSDWRRGGPSDWRRAGDEGDLRLRRRHRRADQHERSSPHPRSSPNLARA
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SSDTPFLGIIPLTDPSWAAVEFEAVNVKGMAYPDPDAADSGDLNAVGAASGDGGGLALGVKIFLGILGFFILCALLLG
GRFFYMRRKAQKATPAEKAAEEAKETQRIESWRSSAELIKDKQQFQDINGVRLD* 

 

Table 1. Proteins sharing DWRR/DWRR-like motif. List of proteins containing at least four repetitions of the DWRR motif found in MiSSP8 

protein sequence as identified by pattern search with PS-SCAN software on 354 fungal genomes from the Mycocosm databases. 

a
 : ECM = Ectomycorrhizal, Unknown = lifestyle not yet determined 

b
: Protein ID 

c
 : Size of the full length protein is given in amino-acids 

d
 : DWRR motif are highlighted in bold. Signal peptide when detected by SignalPv4.1 is underlined. 
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Partie II. A la recherche de l‟interactant de MiSSP8 

1. Introduction 

Des analyses antérieures à ma thèse ont permis de mettre en évidence que MiSSP8 est un 

gène requis pour l‟établissement de la symbiose ectomycorhizienne (Daguerre, 2014). Ces 

études ont également permis de montrer que le signal-peptide prédit est fonctionnel dans la 

levure, suggérant que cet effecteur est effectivement sécrété lors de la symbiose 

ectomycorhizienne. Pour identifier des interactants de nature protéique de MiSSP8, Yohann 

Daguerre avait réalisé un crible double-hybride en levure en utilisant une banque d‟ADNc 

issus d‟ectomycorhizes matures de L. bicolor / P. trichocarpa avec la protéine MiSSP8 

comme appât. A l‟issue de l‟analyse de 3000 diploïdes de levure, quatre interactants putatifs 

ont pu être mis en évidence, dont trois protéines de P. trichocarpa et une protéine de L. 

bicolor. Les trois protéines végétales identifiées sont une protéine transmembranaire annotée 

comme une aquaporine, une protéine homologue d‟un peptide RALF (Rapid Alkanisation 

Factor) impliqué dans des processus de signalisation et de différenciation cellulaire (Murphy 

& De Smet, 2014) et une protéine de type „„Universal stress protein‟‟ impliqué dans les 

réactions aux stress abiotiques (Gonzali et al, 2015). La protéine fongique détectée est 

homologue à la protéine Cap64 impliquée dans la formation de la capsule chez le champignon 

pathogène d‟animaux Cryptococcus neoformans (Chang et al, 1996). Afin de confirmer que 

ces protéines interagissent avec MiSSP8, j‟ai mis en oeuvre une approche basée sur la 

complémentation bimoléculaire de fluorescence rBiFC (ratiometric Bimolecular Fluorescence 

Complementation, Fiche technique 2) (Grefen&Blatt, 2012). Des résultats préliminaires de 

localisation in planta de MiSSP8 montre une localisation pariétale et/ou membranaire de la 

protéine (Figure 11). Afin de préciser la localisation subcellulaire de MiSSP8 in planta, deux  

protéines fusions MiSSP8 (avec ou sans peptide signal)::eGFP ont été exprimées dans des 

feuilles de tabacs. Les résultats de l‟observation au microscope confocal à balayage laser 

seront présentés. La localisation pariétale et/ou dans des microdomaines 

membranaires permet de poser l‟hypothèse que MiSSP8 puisse interagir avec 

un/des interactant(s) de nature non protéique. En effet, de part cette localisation, 

nous pouvons envisager que MiSSP8 puisse être en contact avec des protéines 

membranaires et/ou  
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Figure 11 : Localisation de MiSSP8 synthétique couplée au FAM après incubation avec 

des racines de peuplier P. tremula x P. alba. Des racines de P. tremula x P. alba ont été 

incubées avec 3.6 uM de protéine MiSSP8 synthétique couplée à la carboxyfluorescéine (5,6 

FAM). Une coloration au DAPI permet de mettre en évidence les noyaux des cellules 

végétales. MiSSP8-FAM ne pénètre pas dans le cytoplasme des cellules racinaires et localise 

dans la paroi et/ou la membrane plasmique. (Daguerre, 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Composition de la paroi des cellules végétales  (A) et fongiques 

(B). La paroi végétale est composée d‟un maillage de cellulose, d‟hémicellulose 

et de pectine réparti en deux couches successives, la paroi primaire et la lamelle  

moyenne. La paroi fongique se compose de plusieurs couches de polysaccharides, 

notamment de beta (1-3)(1-6) glucane entremêlés de chaine de chitine. Sur cette couche de 

base se rajoute des glycoprotéines ainsi que des alpha (1-4)(1-6) glucane  Tiré de Smith, 

2001 ; Miedes et al, 2014. 



apoplastiques, des sucres composant les parois (Figure 12) ou des lipides 

membranaires. J‟ai donc testé ces différentes hypothèses au cours de ma thèse. 

J‟ai d‟abord produit la protéine recombinante MiSSP8 en système hétérologue 

bactérien Escherichia coli  (Fiche technique 1, collaboration avec Arnaud Hecker, 

Université de Lorraine). J‟ai ensuite testé sa capacité d‟interaction avec des 

polysaccharides (fongiques et végétaux) ou des lipides soit par microcalorimétrie 

de titration isotherme (ITC : isothermal titration calorimetry) (Fiche technique 

3), soit par puces à glycanes et puces à lipides. Le pouvoir antimicrobien 

(antifongique et antibactérien) de la protéine MiSSP8 a aussi été évalué pa r 

spectrométrie et néphélométrie. 

2. Résultats 

1. Absence d‟interactions entre MiSSP8 et les protéines candidates 

détectées par le crible double-hybride en levure 

Le principe de la technique du rBiFC et le protocole utilisé est présenté en 

annexe (Fiche technique 2). L‟avantage du système utilisé (Grefen & Blatt, 2012) 

est de pouvoir visualiser les cellules végétales effectivement trans formées car 

elles expriment la protéine fluorescente rouge RFP utilisé comme contrôle de 

transformation. Les fusions N-terminale (Figure 13A) et C-terminale (Figure 

13B) sont réalisées afin de contrôler que la position de la fusion n‟a pas d‟effet 

sur l‟interaction. Le signal RFP nucléocytoplasmique est observé pour toutes les 

constructions, à l‟exception de cYFP::MiSSP8 /  nYFP::LbCap64, (Figure 13A). 

L‟interaction démontrée entre l‟effecteur de L. bicolor MiSSP7 et la protéine de 

peuplier PtJAZ6 (Plett et al., 2014) est utilisée comme contrôle positif et 

l‟interaction MiSSP8-PtJAZ6 comme contrôle négatif afin de valider le système 

de rBiFC utilisé (Annexe 4). Un signal YFP nucléaire, correspondant à 

l‟interaction entre MiSSP7 et PtJAZ6 est détecté et aucun avec l‟interaction 

MiSSP8-JAZ6 (Annexe 4). Un signal YFP est détecté pour les interactions 

MiSSP8-PtAquaporine et MiSSP8-PtUSP en fusion N-terminale (Figure 13A). En 

revanche, un signal YFP est présent pour les interactions MiSSP8-PtRalf et 

MiSSP8-LbCap64 en fusion C-terminale (Figure 13B, Annexe 6). Les analyses en 

western blot confirment les résultats obtenus pour les interactions MiSSP8/PtRalf 

(en fusion C-terminale) et MiSSP8/PtAquaporine (en fusion N-terminale).  



 

Figure 13 : Vérification des interactants de MiSSP8 par la technique du 

rBiFC. Les interactants identifiés par double hyride en levure ont été vérifiés par 

rBiFC soit avec des fusions N-terminal (A) ou C-terminal (B) aux fragments 

nYFP et cYFP constitutif de la YFP. Les résultats obtenus ne permettent pas de 

confirmer un interactant spécifique à MiSSP8. L‟image est éclaircie de 20% pour 

les besoins de l‟impression.   
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Ces résultats ne permettent donc pas de confirmer que la protéine MiSSP8 

interagit avec l‟un des différents interactants identifiés précédemment par double 

hybride en levure, un signal d‟interaction étant obtenu pour deux interactants 

différents, suggérant  leur caractère artefactuelle (l‟interaction de MiSSP8 avec à 

la fois une aquaporine et un peptide de type RALF étant considéré comme 

improbable). 

Localisation subcellulaire de MiSSP8 en feuilles de tabacs  

Les premières localisations subcellulaires de MiSSP8 ont été obtenues en incubant la protéine 

MiSSP8 mature avec des racines de Peuplier et ont permis de mettre en évidence une 

localisation pariétale et/ou membrane plasmique (Figure 11). Afin de préciser la localisation 

subcellulaire MiSSP8, j‟ai exprimé dans les cellules de tabac une protéine fusion MiSSP8 

complète (i.e. contenant son peptide-signal) avec la GFP, en faisant le postulat que la 

présence du peptide-signal permet la sécrétion de MiSSP8 dans l‟apoplasme. MiSSP8::GFP 

montre une fluorescence non-uniforme avec des amas plus ou moins denses (Figure 14A). 

Certains de ces amas de fluorescence co-localisent avec les plasmodesmes révélés par la 

coloration au bleu d‟aniline (Figure 14B, flèches blanches). Néanmoins, des amas de 

fluorescence ne se trouvent pas dans les plasmodesmes mais plutôt dans la membrane 

plasmique ou la paroi des cellules végétales (Figure 14B, flèches noires). Ces résultats 

indiquent que MiSSP8 semblent cibler non pas un compartiment subcellulaire distinct mais 

s‟accumule de manière ponctuée au niveau des parois et/ou membrane plasmique.  
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MiSSP8 interagit-il avec des polysaccharides pariétaux ?  

Afin de tester une affinité possible de MiSSP8 avec des polysaccharides et 

d‟identifier les éventuels sucres cibles, un crible sur puces à glucanes (glycan-

arrays) contenant plus de 600 substrats différents a été effectué par le centre de 

recherche sur la Glycomique fonctionnelle (Functional Glycomics 

http://www.functionalglycomics.org/). L‟hybridation de la protéine recombinante 

MiSSP8 sur la puce engendre deux pics dont l‟intensité du signal se démarque du 

bruit de fond (Figure 16). Le pic le plus élevé (atteignant 430 unités de 

fluorescence relative) correspond à un sucre à longue chaine ramifiée et 

constituée de galactose, mannose, glucose et de N-acétyl-glucosamine. Le second 

pic (atteignant 210 unités de fluorescence relative) correspond à un sucre plus 

court contenant uniquement du galactose, du N-acétyle-glucosamine et du 

glucose. Néanmoins, l‟intensité faible de fluorescence par rapport au bruit de 

fond (de 0 à 100 unités de fluorescence) indique que ces interactions sont 

relativement faibles et doivent donc être vérifiées par d‟autres méthodes.  

L‟approche par crible de puces à glucanes indique que MiSSP8 pourrait se fixer 

sur des glucanes contenant de la N-acétyle-glucosamine. J‟ai donc testé 

l‟interaction de MiSSP8 avec différents glucanes d‟abord d‟origine fongique puis 

d‟origine végétale et ce par  microcalorimétrie de titration isotherme afin de 

déterminer les paramètres thermodynamiques d‟interaction  (s‟il y lieu). Le 

principe de la technique et les conditions expérimentales sont précisés dans la 

Fiche technique 3 . Pour utiliser cette technique, il est d‟abord nécessaire 

d‟éliminer  toute présence de sel dans la protéine et le ligand à tester afin d‟éviter  

des chaleurs de dilution relarguées par le ligand lui-même, ce qui pourrait 

engendrer des faux-positifs.  

 

http://www.functionalglycomics.org/
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Plusieurs sucres ont été testés : cellulose et alpha-polygalacturonate spécifiques 

des parois des cellules végétales, différents oligomères de chitine relargués par l a 

paroi fongique et des beta (1-3)-(1-6) glucanes retrouvés à la fois dans les parois 

végétales et fongiques. L‟ajout de la protéine MiSSP8 ne provoque pas de 

variation de signal par rapport au contrôle c‟est à dire  qu‟il n‟y a pas de 

dégagement de chaleur, quelque soit le sucre testé (Figure 15). Ces résultats 

montrent que, dans ces conditions expérimentales, aucune interaction n‟est 

détectée entre la protéine MiSSP8 et les glucanes de parois fongiques ou 

végétales utilisés.  

 

 MiSSP8 a-t-elle une activité antimicrobienne ?  

MiSSP8::GFP localisant dans des amas de la membrane plasmique, j‟ai émis 

l‟hypothèse que MiSSP8 puisse interagir avec des lipides de la membrane 

plasmique. Pour tester cette hypothèse, j‟ai criblé une puce contenant  huit lipides 

membranaires différents (Fiche technique 4). L‟incubation de la membrane avec la protéine 

recombinante MiSSP8 étiquetée avec la streptavidine n‟a permis de révéler aucune interaction 

entre MiSSP8 et l‟un des lipides présents sur la membrane (Annexe 5).  

En parallèle de cette expérience, j‟ai testé une possible activité antibactérienne de MiSSP8. 

En effet, MiSSP8 contient un motif riche en arginine (R) et tryptophane (W), propriétés 

partagées par certains peptides antimicrobiens. La présence de tryptophane et d‟arginine 

permettant l‟interaction avec les membranes plasmiques (Wenzel et al., 2014 ; Guilhelmelli et 

al.,  2013). L‟activité antimicrobienne de MiSSP8 a été testée sur cellule bactérienne et sur 

cellule fongique.  La croissance d‟une culture bactérienne d‟Escherichia coli en présence ou 

en absence d‟une quantité croissante de la protéine MiSSP8 recombinante native (i.e, sans 

étiquette streptavidine) a été suivie sur 24h en mesurant l‟absorbance à 600 nM. Les courbes 

de croissance obtenues en présence ou en absence de MiSSP8 sont identiques (Figure 17A). 

La présence de MiSSP8, y compris à des concentrations fortes (100uM), n‟a donc pas 

d‟impact sur la croissance bactérienne de la souche d‟E. coli testée. La possible activité 

antifongique de MiSSP8 a été testée en suivant par néphélométrie la croissance fongique à 

partir d‟une suspension de spores du champignon saprotrophe Phanerochaete chrysosporium 

(Figure 17B). La présence de MiSSP8 n‟a pas d‟impact sur la croissance fongique de P. 

chrysosporium. 
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Figure 16 : Recherche d‟interactants polysaccharidiques de MiSSP8 par 

crible d‟une puce à glucanes. La protéine recombinante MiSSP8 avec une 

étiquette streptavidine a été hybridée sur une puce à glucanes réalisée par le 

consortium de glycomique fonctionnelle (CFG, Etats-Unis). L‟interaction entre 

MiSSP8 et les sucres testés engendre un signal fluorescent proportionnel à la 

force de l‟interaction.  
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3.  Conclusion et discussion 

1. L‟utilisation du rBiFC n‟a pas permis de confirmer les 

interactants protéiques de MiSSP8 

L‟utilisation de la complémentation bi -moléculaire de fluorescence (BiFC) est 

courante pour confirmer l‟interaction entre un effecteur et un partenaire 

protéique putatif (Kerppola et al, 2006). Cette méthode possède néanmoins un 

certain nombre de limitations. 

Notamment, un système de BiFC classique utilise deux vecteurs différents 

portant respectivement l‟appât et la proie, tous deux fusionnés à un fragment de 

la YFP. Les deux vecteurs sont alors co-transformés dans la cellule avant 

observation. Il est difficile de s‟assurer que la cellule est transformée avec la 

même efficacité par les deux vecteurs. Une plus forte proportion d‟un des 

vecteurs par rapport à l‟autre pourrait avoir des conséquences sur la capacité du 

système à mettre en évidence une interaction (Grefen & Blatt, 2012). De plus, il 

n‟est pas possible de vérifier que chaque cellule observée est réellement 

transformée et exprime les protéines fusion d‟intérêt, l‟extraction de protéines 

pour une analyse en Western blot étant réalisée sur un ensembl e de cellules. Le 

système de rBiFC utilisé ici prend en compte ces limitations en permettant de 

vérifier la transformation effective de la cellule observée via un contrôle interne 

(RFP) et la production des différentes protéines fusions avec une stoechiométrie 

1:1 (Grefen & Blatt, 2012).  

Néanmoins, le système ne peut pas éviter certaines limitations inhérentes au 

principe même de la technique. Les deux fragments de la protéine fluorescente 

YFP peuvent en effet s‟associer indépendamment de l‟interaction ent re les 

protéines candidats testées s‟ils se retrouvent fortement surexprimés , résultant en 

un faux positif (Kerppola, 2006). A l‟inverse, la  fusion de protéines à des 

fragments de la protéine fluorescente YFP peut gêner par encombrement stérique 

l‟interaction entre les deux protéines candidates (Horstman et al, 2014). Dans 

notre étude, il a été choisi de tester à la fois les fusions NN (chaque fragment de 

la YFP fusionné au N-terminale de nos protéines candidates) ou CC (chaque 

fragment de la YFP fusionné au C-terminale de nos protéines candidates), afin de 

tenir compte de cette éventualité. Dans les deux cas, des interactions différentes 

sont identifiés, faisant douter de la véracité de ces interactions (Figure 13). Ces 
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interactions pourraient être à nouveau vérifiées en utilisant une autre méthode 

telle que la co-immunoprécipitation in planta qui permet de co-exprimer les deux 

partenaires putatifs associés soit à des protéines fluorescentes, soit à des 

étiquettes plus petites. La non-confirmation de l‟interaction entre MiSSP8 et les 

protéines identifiées par crible double-hybride ne permet néanmoins pas 

d‟éliminer l‟hypothèse que MiSSP8 puisse interagir avec une protéine 

membranaire. En effet, le système double-hydride utilisé ne permet pas de 

détecter des interactions faisant intervenir des protéines transmembranaires, un 

système adapté devant alors être mis en oeuvre (Snider et al, 2010).   

MiSSP8::GFP est présent dans des amas de la membrane plasmique et 

co-localise partiellement avec les plasmodesmes.  

L‟expression transitoire d‟une fusion MiSSP8 mature (i.e contenant son signal -

peptide)::eGFP dans des feuilles de Tabac a permis de préciser la localisation 

apoplastique observée en traitant des racines de peuplier avec une protéine 

MiSSP8 synthétique (Daguerre, 2014). Certains amas de fluorescence co-

localisent avec les plasmodesmes marqués au bleu d‟aniline (colorant de la 

callose présente au niveau des plasmodesmes). Cette localisation 

plasmodesmatale a déjà été rapportée chez la famille de protéine végétale PDLP 

impliquées notamment dans le passage de cellule à cellule des particules virales 

(Amari et al, 2010) et la déposition de callose en réponse à un agent 

phytopathogène (Caillaud et al, 2014). Néanmoins, l‟expression transitoire de la 

protéine PDLP1 fusionnée à une GFP montre une localisation elle aussi ponctuée 

mais très spécifique des plasmodesmes. Or la fusion MiSSP8::eGFP n‟est pas 

unique aux plasmodesmes car d‟autres zones de membrane plasmique son 

marquées. Ce type de localisation ponctuée au niveau des plasmodesmes et 

d‟ilots plasmalemmique a été rapporté pour les rémorines, protéines végétales 

localisées à la fois dans les plasmodesmes et dans des domaines membra naires 

appelés radeau lipidique impliqués notamment dans les réponses de défense des 

plantes (Raffaele et al, 2009). De plus, certains auteurs ont émis l‟hypothèse que 

les microdomaines de la membrane plasmique tels que les radeaux lipidiques 

pouvaient créer des plateformes de signalisation requises pour la réponse des 

cellules végétales aux agents pathogènes et à la synthèse de callose (Faulkner et 

al. 2013, 2015 ; Tilsner et al, 2011).  
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L‟immunolocalisation de la protéine MiSSP8 pourrait permettre d‟obtenir une 

plus grande précision dans sa localisation subcellulaire et l‟identification des 

cibles végétales. De ces expériences, nous ne pouvons pas exclure l‟hypothèse 

que MiSSP8 interagisse avec des protéines membranaires localisant dans des 

domaines membranaires tels que les radeaux lipidiques et dans les plasmodesmes.  

MiSSP8 n‟interagit pas avec les principaux sucres des parois fongiques 

et végétales. 

La recherche de potentiel interactants polysaccharidiques avec MiSSP8 a été 

menée par crible d‟une puce à glucanes et par microcalorimétrie de titration  

isotherme. Elles n‟ont pas mises en évidence une interaction entre la protéine 

MiSSP8 et des polysaccharides de la paroi végétale ou fongique.   

La technique d‟ITC n‟est pas une expérimentation autorisant un crible à haut -

débit de différents glucanes et différentes conditions expérimentales car elle 

nécessite de travailler avec des sucres solubles et des quantités importantes de 

protéines. Cette méthode est donc intéressante dans le cadre d‟une interaction 

déjà établie mais se révèle trop coûteuse en temps et en matériel biologique pour 

un crible à haut-débit. 

L‟utilisation d‟une puce sur laquelle sont déposés plusieurs centaines de sucres 

de natures différentes permet un réel crible à haut débit concernant les 

interactions protéines-sucres (Oyelaran & Gildersleeve, 2009). La puce proposée 

par le Consortium for Functionnal Glycomics est une puce contenant 

essentiellement des sucres présents chez les mammifères. Cette puce a néanmoins 

été utilisé avec succès pour mettre en évidence l‟interaction entre l‟effecteur 

Ecp6 du champignon phytopathogène Cladosporium fulvum  avec la chitine (De 

Jonge et al, 2010). Dans notre cas, la fluorescence relative ne permet pas de 

conclure avec certitude sur une interaction avec une nature précise de glucanes. 

Néanmoins, une collaboration est en cours avec le laboratoire de Glycosciences 

de l‟Imperial College de Londres. En effet, cette équipe a récem ment mis au 

point une puce à glucanes contenant 150 glucanes spécifiques des parois 

végétales et de champignons (Palma et al., 2015). Cette approche paraît la plus 

pertinente en ce qui concerne l‟étude des capacités lectiniques de l‟effecteur 

MiSSP8.  



MiSSP8 ne possède pas d‟activité antimicrobienne  

La richesse en arginine et tryptophane est une caractéristique partagée chez les peptides 

antimicrobiens, ces deux acides aminés étant impliqués dans l‟interaction avec les bicouches 

lipidiques et la structuration du peptide (Chan et al, 2006). La présence dans la séquence 

protéique de MiSSP8 d‟un motif répété riche en arginine et tryptophane ainsi que la faible 

taille de MiSSP8 sous sa forme mature (50 acides aminés) nous a amené à poser l‟hypothèse 

que MiSSP8 (ou son motif) pourrait avoir une activité antimicrobienne (antibactérienne ou 

antifongique). Cette hypothèse est aussi cohérente avec la découverte de petites protéines 

sécrétées contenant un motif similaire à MiSSP8 chez des champignons saprotrophes. En 

effet, ces champignons saprotrophes sont souvent des champignons du sol en compétition 

avec l‟ensemble des microorganismes présents dans leur environnement, entrainant la 

production de peptides antimicrobiens (Essig et al, 2014 ; Mygind et al, 2005). Néanmoins, 

les résultats obtenus sur la culture d‟E. coli et la suspension de spores de P. chrysosporium ne 

montrent aucun effet antibactérien ou antifongique de MiSSP8, y compris à de fortes 

concentrations (100uM), pour laquelle un effet antimicrobien a été démontré pour des 

peptides précédemment caractérisés (Petre et al, 2016 ; Wang et al, 2016). Cela suggère que le 

motif répété de MiSSP8, bien que riche en arginine et tryptophane, ne possèdent pas d‟activité 

antimicrobienne mais peut remplir une autre fonction. L‟absence d‟interaction observée entre 

MiSSP8 et les différents lipides testés tend à confirmer que MiSSP8 n‟est pas un peptide 

antimicrobien. 

 L‟ensemble des expériences menées n‟a permis d‟identifier un interactant à MiSSP8. 

Néanmoins, à l‟analyse de ces résultats, nous pouvons émettre les hypothèses que 

MiSSP8 interagisse avec (i) des protéines membranaires localisant dans des 

domaines membranaires tels que les radeaux lipidiques et dans les plasmodesmes 

ou (ii) avec des lipides spécifiques  et/ou enrichis dans les microdomaines 

membranaires.  

 

 



Perspectives sur MiSSP8 

Les analyses menées sur la protéine MiSSP8 n‟ont pas permis de mettre en évidence un 

interactant mais la localisation subcellulaire effectuée sur feuille de tabacs suggère que 

MiSSP8 interagit soit avec des protéines membranaires, soit avec des microdomaines 

membranaires. En premier, l‟expression en racine de Peuplier de la protéine fusion 

MiSSP8::GFP doit être réalisée et permettra de valider la localisation subcellulaire obtenue 

avec les feuilles de tabacs. Cette validation justifierait (ou non) de rechercher des interactants 

membranaires. L‟identification d‟interactions avec des protéines membranaires nécessite 

d‟utiliser des approches adaptées. Le double hybride en levure de type « split-ubiquitin » est 

ainsi utilisé pour identifier des partenaires protéiques membranaires (Snider et al, 2010). Il est 

aussi possible d‟identifier des partenaires d‟interactions membranaires via la Co-IP in planta 

en rajoutant une étape de fractionnement et sous fractionnement cellulaire par 

ultracentrifugation (Avila et al, 2015). Cette dernière approche à l‟avantage de pouvoir être 

réalisée directement dans la plante hôte et le tissu hôte. L‟expression de la protéine MiSSP8 

fusionnée à une GFP dans des racines de Peuplier associée à cette dernière méthode permettra 

potentiellement d‟identifier un interactant protéique capable d‟expliquer la localisation 

ponctuée de MiSSP8 dans l‟apoplaste cellulaire. Dans le cas où l‟interactant ne serait pas de 

nature protéique, l‟utilisation d‟étape de fractionnement/sous fractionnement peut être aussi 

associée à la microcalorimétrie de titration isotherme afin d‟identifier le composé 

interagissant avec MiSSP8 (Zhou et al, 2011).   

L‟utilisation de souches de L. bicolor missp8 ARNi a permis de mettre en évidence que 

MiSSP8 est nécessaire à la mise en place de la symbiose et potentiellement impliqué dans la 

formation du manteau fongique entourant la racine. L‟obtention de racines chevelues 

exprimant MiSSP8 native ou tronquée pourra être utilisée pour réaliser une complémentation 

fonctionnelle des souches à ARNi de missp8 de L. bicolor sous-exprimant le gène codant 

MiSSP8. Cette approche permettra aussi de confirmer l‟implication de MiSSP8 dans la 

formation du manteau fongique, potentiellement en favorisant l‟agrégation des hyphes. La 

mise en évidence de cette fonction impliquerait que MiSSP8 ne serait pas un effecteur de 

symbiose, celui-ci ne ciblant pas la plante hôte mais le symbiote. 

L‟étude du motif répété a mis en évidence qu‟il n‟est pas spécifique à L. bicolor mais se 

retrouve dans des petites protéines d‟autres champignons. La localisation du motif répété et de 

la partie non répétée de MiSSP8 permettra d‟étudier l‟implication du motif dans la 

localisation de MiSSP8. 



 



Il peut être intéressant d‟étudier les autres petites protéines sécrétées présentes chez des 

champignons saprotrophes et ectomycorhiziens. Leur homologie de séquence primaire ne se 

retrouvant qu‟au niveau du motif, ces protéines pourraient avoir une homologie au niveau 

structural. Leur production en système hétérologue et l‟analyse comparative de leurs 

structures permettraient de mieux comprendre l‟apport du motif dans la structure de la 

protéine et pourquoi des protéines provenant de champignons aux styles de vies différents 

partagent ce même motif. Cette approche vise à aborder la question de l‟émergence des 

effecteurs de symbiose en testant l‟hypothèse qu‟un champignon ectomycorhizien ait pu 

développer une protéine effectrice à partir de la néofonctionnalisation de séquences 

préexistantes. L‟ensemble des ces approches devraient permettre d‟obtenir une analyse 

fonctionnelle en profondeur de l‟effecteur MiSSP8.  
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Discussion générale et perspectives 
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Figure 19 : Bilan des informations obtenues sur les MiSSPs de L. bicolor au cours de 

cette thèse.



Mes travaux de thèse ont permis de réaliser une analyse comparative des 

sécrétomes de champignons possédant des modes de vie variés. Je me suis 

particulièrement intéressé aux petites protéines sécrétées (SSP) présentes dans 

ces sécrétomes. J‟ai mis en évidence  notamment (i) que certains champignons 

ectomycorhiziens partagent des SSPs fortement conservé avec les champignons 

saprotrophes (ii) des familles de SSPs partagées et spécifiques aux champignons 

ectomycorhiziens. Ces travaux démontrent que les champignons 

ectomycorhiziens possèdent des SSPs en commun avec leurs ancêtres 

saprotrophes et dont certaines ont potentiellement évolué pour se spécialiser dans 

la symbiose ectomycorhizienne, identifiant parmi ces SSPs des effecteurs de 

symbiose candidats, sous réserve que ces SSPs soient induits spécifiquement par 

la mycorhize et ciblent la plante (Pellegrin et al, 2015).  

Je me suis ensuite intéressé à un jeu de 11 effecteurs candidats MiSSPs de L. 

bicolor, en déterminant leur localisation subcellulaire in planta afin d‟évaluer 

leur capacité à cibler des compartiments subcellulaires de la cellule végétale de 

manière similaire aux effecteurs connus chez les agents pathogènes de plante. 

Cette étude a mise en évidence que trois MiSSPs sont capables d‟être adressés 

dans des compartiments subcellulaires spécifiques de la cellule végétale, 

suggérant l‟utilisation de ces MiSSPs par L. bicolor  comme effecteur de 

symbiose. 

Je me suis enfin focalisé sur l‟étude de MiSSP8 requise pour l‟établissement de 

la symbiose entre L. bicolor  et P. trichocarpa. L‟analyse cytologique des mutants 

missp8 suggère que cette protéine puisse être impliqué dans l‟agrégation des 

hyphes et que MiSSP8 ne serait pas un effecteur de symbiose . La séquence 

primaire de MiSSP8 contient un motif DWRR répété quatre fois. Ce motif est 

spécifique au règne fongique et présent majoritairement dans des protéines de 

champignons saprotrophes et ectomycorhiziens, suggérant qu‟un e petite protéine 

sécrétée, nécessaire à l‟établissement de la  symbiose, a pu évoluer à partir de 

SSPs présentes chez des champignons saprotrophes. J‟ai ensuite cherché à 

identifier l‟interactant de MiSSP8 en associant des approches de biologie 

moléculaire, de biochimie ou de biophysique.  

Je propose ici une discussion plus globale sur le concept d‟effecteur dans la 

symbiose ectomycorhizienne qui intègre les résultats acquis dans ces trois 
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parties. Je discute enfin de perspectives concernant l‟analyse des MiSSPs de L. 

bicolor. 

1. Les effecteurs: une stratégie de communication partagée par 

tous les champignons ?  

1. Les effecteurs de symbiose : quelle origine ?  

De récentes approches de génomique comparative (Köhler et al., 2015) ont 

permis de montrer que la symbiose ectomycorhizienne est apparue pl usieurs fois 

au cours de l‟évolution, confirmant des études phylogénétiques plus ancien nes 

(Hibbett et al, 2000). Ces études montrent que la symbiose ectomycorhizienne a 

évolué à partir de champignons saprotrophes (Köhler et al., 2015). Les génomes 

de champignons ECM ont perdu certaines capacités de dégradation  enzymatique 

de la lignocellulose tout en conservant des capacités de décompositions basées 

sur la réaction de Fenton (Köhler et al, 2015). L‟analyse  comparative des 

sécrétomes de champignons confirme que les sécrétomes de champignons 

ectomycorhiziens et saprotrophes sont très similaires au niveau de leur répertoire 

génétique de dégradation lipasiques et protéasiques (Pellegrin et al, 2015), 

confirmant la conservation de certains mécanismes de décomposition de la 

matière organique du sol hérités de leurs ancêtres saprotrophes (Shah et al, 

2016).  

Les génomes de champignons ectomycorhiziens ont acquis aussi des gènes 

spécifiques au style de vie ectomycorhizien (Köhler et al, 2015). Parmi ces gènes 

spécifiques de la lignée et surexprimées dans les tissus symbiotiques, une partie 

codent des MiSSPs (jusqu‟à 16% chez L. bicolor), suggérant que chaque 

champignon ectomycorhizien possède son propre jeu d‟effecteurs. Ceci est en 

accord avec la définition des  effecteurs d‟agent phytopathogènes typiquement 

espèces ou lignée-spécifiques et surexprimés lors de l‟infection ou de la 

colonisation (pour revue Win et al., 2012 ; LoPresti et al., 2015). Toutefois, 

l‟analyse comparative des sécrétomes fongiques réalisée au cours de ma thèse a 

mis en évidence à la fois des SSPs fortement conservées entre champignons ECM 

et saprotrophes mais aussi des SSPs uniquement partagées par des champignons 

ectomycorhiziens (Pellegrin et al, 2015). Ceci suggère que parmi les SSP de 

champignons ectomycorhiziens se trouvent des SSPs probablement impliquées 

dans des processus génériques liés à l‟environnement, et non moins importants, 
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dans la biologie du champignon. Cette hypothèse est soutenue par la récente 

analyse de l‟exoprotéome du champignon basidiomycète ectomycorhizien 

Hebeloma cylindroporum (Doré et al, 2015). Cette étude montre que 17% des 

protéines sécrétées par le mycélium sont des SSPs, situant les SSPs parmi les 

protéines les plus abondantes dans l‟exoprotéome du mycélium d‟Hebeloma 

cylindrosporum  (Doré et al, 2015). Parmi ces SSPs les plus abondantes, cinq ont 

des homologues chez des champignons avec d‟autre modes de vie (pathogènes, 

saprotrophes). De plus, les SSPs de cet exoprotéome de mycélium d‟ H. 

cylindrosporum peuvent être sur-régulées dans les ectomycorrhizes et présentent 

des patrons d‟expressions différents entre des ECM développées in vitro et celles 

développées en serre (i.e. en présence de matière organique). Ces résultats 

indiquent que les gènes codants les SSPs répondent à des changements 

environnementaux en plus de signaux venant de la plante. La forte expression de 

MiSSP8 de L. bicolor dans les tissus symbiotiques et dans les carpophores 

soutient ces deux hypothèses.  

Bien que les effecteurs d‟agents phytopathogènes soient typiquement 

espèces ou lignées spécifiques, il existe des effecteurs conservés comme par 

exemple les protéines NLPs (necrosis and ethylene -inducing like proteins) 

identifiées chez les bactéries, champignons et oomycètes (de Jonge et al., 2011 ; 

Gizen & Nürnberger, 2006) et les effecteurs contenant un motif LysM (de Jonge 

& Thomma, 2009). Ces derniers sont retrouvés chez des champignons 

pathogènes, saprotrophes et ectomycorhiziens (Kombrink et Thomma, 2013 ; 

Martin, 2008 ; 2010). Les effecteurs fongiques de type LysM caractérisés ont 

tous la capacité à fixer la chitine et d‟interférer avec l‟immunité déclenchée par 

la détection de la chitine (Bolton et al., 2008 ; de Jonge et al., 2010 ; Marshall et 

al., 2011 ; Mentlak et al., 2012). Néanmoins, ceux de Mycosphaerella 

graminicola possèdent d‟autres fonctions comme par exemple l‟inhibition de 

chitinases végétales (Marshall et al., 2011). Ceci suggère que ces effecteurs 

conservés de microorganismes phytopathogènes se sont diversifiés 

fonctionnellement et ont subit une néofonctionnalisation indispensable pour la 

virulence. L‟acquisition de nouvelles fonctions à également été rapportée chez 

les effecteurs AVRK1 et AVRK10 du champignon pathogène Blumeria graminis 

ayant évolué à partir de séquences de rétrotransposons de type LINE (Long 
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Interspaced Nuclear Elements) (Amselem et al, 2015). Ainsi, la question de 

l‟origine évolutive des effecteurs chez les champignons ectomycorhiziens (et 

plus spécifiquement L. bicolor) mérite d‟être posée.  

La forte divergence des séquences de SSPs des champignons mycorhiziens, à 

l‟instar des effecteurs d‟agent phytopathogènes, aboutit à de nombreuses SSPs 

espèces et lignées-spécifiques. Le motif répété DWRR présent dans la séquence 

protéique de l‟effecteur de symbiose MiSSP8 de L. bicolor n‟est quant à lui pas 

spécifique de L. bicolor et fait partie d‟une famille de protéines essentiellement restreintes 

aux champignons ectomycorhiziens et saprotrophes. Cela suggère qu‟il y aurait eu une 

néofonctionnalisation d‟un motif protéique dans un mécanisme lié à la symbiose 

ectomycorhizienne à partir d‟ancêtres saprotrophes. L‟ubiquité des effecteurs LysM (i.e. la 

présence d‟effecteurs de type LysM chez des champignons pathogènes et saprotrophes du sol) 

a conduit à proposer que les effecteurs LysM puissent être impliqués dans la protection des 

hyphes contre des compétiteurs (Kombrink et Thomma, 2013 ; Rovenich et al., 2014).  

Ainsi, nous pouvons proposer que certaines SSPs de champignons mycorhiziens pourraient 

avoir évolué à partir d’ancêtres saprotrophes et pourraient médier non-seulement les 

interactions potentielles avec leur plante hôte (comme démontré pour MiSSP8) mais aussi des 

interactions avec leur environnement biotique et abiotique. Il reste néanmoins à 

démontrer que l‟utilisation d‟effecteurs est une caractéristique répandue parmi 

les champignons ectomycorhiziens et n‟est pas spécifique à certaines espèces 

seulement. 

Les MiSSPs sont-elles toutes des effecteurs de symbiose ?   

La mise en évidence de l‟effecteur MiSSP7 et son analyse fonctionnelle ont permis de 

démontrer qu‟un champignon ectomycorhizien était capable via un effecteur d‟interférer avec 

la voie de signalisation médiée par l‟hormone acide jasmonique, à l‟instar d‟effecteurs de  

microorganismes phytopathogènes (Plett, Daguerre, Wittulsky et al, 2014). Les travaux de 

thèse de Yohan Daguerre ont aussi mis en évidence que l‟atténuation de l‟expression de gènes 

codant trois autres MiSSPs (MiSSP8, MiSSP13, MiSSP17) entrainait une baisse significative 

du taux de mycorhization. Par la suite, des effecteurs candidats MiSSPs (dont MiSSP8, 

MiSSP17 et MiSSP31) ont été mis en évidence comme faisant partie d‟un « core régulon » 

exprimé indépendamment de l‟hôte (Populus trichocarpa, un angiosperme et Pseudotsuga 

menziesii, un gymnosperme) et tout au long de la mise en place de la symbiose 
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ectomycorhizienne (Plett et al, 2015a). Ces données suggèrent qu‟un jeu d‟effecteurs de L. 

bicolor induits quelque soit l‟hôte est probablement requis lors de l‟ontogenèse de 

l‟ectomycorhize. Les résultats de mes travaux de thèse sont cohérents avec cette hypothèse et 

indiquent que MiSSP31, MiSSP11.3 et MiSSP25.6 parviennent à cibler différents 

compartiments subcellulaires de la cellule végétale. On peut donc penser que la protéine 

MiSSP7 n‟est pas utilisée de manière isolée par L. bicolor mais prend part, au côté d‟autres 

effecteurs MiSSPs, à la modulation des réponses de l‟hôte végétal.  

Existe-t-il des effecteurs chez d'autres champignons ectomycorhiziens? 

La présence de MiSSPs ayant soit une fonction effectrice démontrée (Plett et al, 2014 ) ou une 

localisation subcellulaire suggérant un rôle d‟effecteur (Chapitre IV) chez L. bicolor pose la 

question du caractère répandu de cette stratégie au sein du style de vie ectomycorhizien. 

L‟analyse du génome de Tuber melanosporum avait identifié un répertoire limité de MiSSPs 

similaire à celui de L. bicolor (Martin et al, 2010). Plus récemment, l‟analyse du sécrétome et 

du transcriptome d’Hebeloma cylindrosporum met en lumière une vision contrastée de 

l‟usage des petites protéines sécrétées par un champignon ectomycorhizien (cf paragraphe 

précédent). Des analyses transcriptomiques réalisées in situ chez des ectomycorhizes de 

Piloderma croceum avec Pinus taeda ont permis de mettre en évidence quatre MiSSPs (Liao 

et al, 2014) ayant une forte similarité de séquence avec les protéines BAS (Biotrophy 

associated protein) du champignon pathogène Magnaporthe oryzae (Mosquera et al, 2009). 

La détection de transcrits codant des protéines similaires aux effecteurs d‟agents 

phytopathogènes dans des ECMs en conditions naturelles permet de soutenir l‟hypothèse que 

certaines de ces MiSSPs sont des effecteurs de symbiose. Les travaux d‟analyse comparative 

de sécrétomes que j‟ai réalisé durant ma thèse mettent en évidence quatre clusters de SSPs 

partagées par plusieurs champignons ectomycorhizien phylogénétiquement proches et sans 

annotation (Pellegrin et al, 2015). Si ces protéines sont exprimées et régulées au cours de la 

symbiose, elles pourraient être des effecteurs potentiels communs à plusieurs champignons 

ectomycorhiziens. Un autre critère fort pour confirmer qu‟une MiSSPs est un effecteur est la 

chute du taux de mycorhization induite par l‟atténuation de l‟expression du gène codant la 

MiSSPs. Cette démarche nécessite de maitriser la transformation du champignon ce qui n‟est 

pas le cas pour la plupart des modèles de champignons ectomycorhiziens concernés. La 

transformation étant possible chez H. cylindrosporum, il serait intéressant d‟évaluer dans le 

futur des effecteurs potentiels chez ce modèle.   
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2. De l'identification de candidats à la fonction biologique  

L‟analyse fonctionnelle des effecteurs est une approche en plusieurs étapes, allant de 

l‟identification in silico de candidats à la mise en évidence de la fonction biologique. Bien que 

les bases de données disponibles aujourd‟hui permettent l‟identification de fonction putative 

pour une protéine inconnue, les effecteurs sont fortement divergents au niveau de leur 

séquence, n‟autorisant pas d‟inférence fonctionnelle par recherche d‟homologie in silico. 

Cette diversité de fonctions n‟empêchent pas des convergences fonctionnelles concernant les 

cibles des protéines effecteurs (Weßling et al, 2014 ; Muktar et al, 2011) entre effecteurs 

d‟agents phytopathogènes ou effecteurs d‟agents phytopathogènes et ectomycorhiziens (Plett 

et al., 2014).  

Cette forte divergence de séquences se retrouve aussi chez le genre Laccaria, où seulement 

30% des MiSSPs de L. bicolor sont retrouvés chez Laccaria amethystina, les deux espèces 

ayant divergé il y a seulement 20 Millions d‟années (Köhler et al, 2015). L‟approche 

fonctionnelle apparait donc nécessaire afin de caractériser les stratégies d‟interactions 

utilisées par le symbionte vis-à-vis de son hôte. Il n‟existe néanmoins pas de consensus quant 

à la démarche à mettre en œuvre pour avancer dans l‟analyse des protéines effectrices 

(Alfano, 2009). Les premières recherches effectuées sur l‟analyse des MiSSPs ont menées au 

démarrage de l‟analyse fonctionnelle de plusieurs MiSSPs en parallèle (MiSSP7, MiSSP8, 

MiSSP13, MiSSP17, MiSSP22) par la recherche d‟interactants protéiques via le double 

hybride en levure ainsi que la réalisation de plusieurs souches de L. bicolor à ARNi 

permettant de vérifier l‟implication de ces différentes MiSSPs dans l‟établissement de la 

symbiose. Cette démarche a permis la mise en évidence de l‟interaction entre MiSSP7 et 

PtJAZ6 mais s‟est révélée plus délicate à mener à bien dans le cas des autres MiSSPs, 

notamment MiSSP8.  

1. Contraintes actuelles dans l‟étude des MiSSPs chez L. bicolor 

L‟étude des MiSSPs est une thématique récente (Martin et al, 2008) en comparaison avec les 

recherches effectuées sur les protéines effectrices des agents phytopathogènes, démarrées 

dans les années 80 (Staskawicz et al, 1984 ; De Wit et al, 2009). Chez ces derniers, 

l‟identification et l‟analyse fonctionnelle des effecteurs ont été facilitées par le fait que les 

effecteurs appartiennent à des familles multigéniques, certains motifs conservés permettant la 

détection de candidats et l‟utilisation de plante modèle facilite leur analyse fonctionnelle 

(Sperschneider et al, 2015). De plus, la possibilité de transformer le microorganisme offrent 
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des possibilités en terme de localisation et d‟élucidation de la fonction (Saitoh et al, 2012 ; 

Khang et al, 2010). L. bicolor et H. cylindrosporum sont les deux champignons 

ectomycorhiziens pouvant être transformé (Kemppainnen et al, 2009 ; Marmeisse et al, 1992 ; 

Combier et al, 2003). La possibilité de transformer (Filatti et al, 1987) et d‟éditer le génome 

du Peuplier est aujourd‟hui disponible (Fan et al, 2015), augmentant les possibilités d‟études 

des protéines de l‟hôte ciblées par les effecteurs MiSSPs. L‟acquisition de ces outils sera une 

étape importante dans l‟analyse des protéines MiSSPs et de leurs cibles biologiques chez 

l‟hôte.  

L'effectoromique comme approche moyen débit pour l'analyse des 

effecteurs ? 

Le choix des candidats effecteurs à analyser s‟appuie sur un certain nombre de données 

préliminaires permettant de définir les candidats d‟intérêts (expression induite spécifiquement 

en présence de l‟hôte, sélection positive, présence de motifs conservés, homologie avec des 

effecteurs déjà caractérisés). La démarche d‟effectoromique vise à proposer un processus 

standardisé dans le choix des candidats effecteurs (Oh et al, 2009 ; Caillaud et al, 2012 ; Petre 

et al, 2015a). Ce pipeline propose de rajouter la localisation subcellulaire in planta des 

candidats effecteurs à la sélection in silico des effecteurs candidats. La recherche 

systématique d‟interactants protéiques par co-immunoprécipitation in planta de l‟effecteur 

candidat suivi d‟une identification par chromatographie en phase liquide et spectrométrie de 

masse (Co-IP/MS) est ensuite mise en oeuvre. L‟application de ce pipeline permet l‟obtention 

de données de localisation et d‟une liste d‟interactants potentiels (Caillaud et al, 2012 ; Petre 

et al, 2015a ; Petre et al, 2015b). De plus, la probabilité des interactants d‟être spécifiques de 

l‟effecteur candidat est estimée par une méthode de « scoring » (Miteva et al, 2013, 

Mellacheruvu et al, 2013). Cet ensemble d‟information permet de valider la sélection in silico 

et d‟identifier les effecteurs candidats les plus intéressants à étudier sur le plan fonctionnel. 

Néanmoins, cette stratégie de recherche possède aussi plusieurs limites. La première est que 

l‟expression de chacun des effecteurs candidats sans leur signal peptide se base sur le postulat 

que (i) les effecteurs sont transférés dans les cellules végétales après sécrétion par les cellules 

fongiques et (ii) que les cibles des effecteurs étudiés sont cytoplasmiques. Ainsi, les effecteurs 

apoplastiques ne peuvent pas être identifiés. Or dans le



cadre de la symbiose ectomycorhizienne, ces effecteurs peuvent être cruciaux. En effet, les 

champignons ectomycorhiziens colonisent l‟espace apoplastique entre les cellules corticales 

et ne forment jamais de structure à l‟intérieur des cellules végétales. Ainsi l‟apoplaste est une 

zone privilégiée d‟échanges lors de la symbiose ectomycorhizienne. Par ailleurs, ce sont pour 

les effecteurs fongiques apoplastiques que nous disposons aujourd‟hui du plus d‟information 

fonctionnelle (voir LoPresti et al, 2015 pour une revue), mettant en lumière l‟importance de 

l‟immunité végétale apoplastique (Doehlemann,  2013 ; Stotz et al., 2014).  

La deuxième limite provient de l‟utilisation d‟un système hétérologue, impliquant que les 

cibles végétales de l‟effecteur soient conservées avec celles de la plante hôte. Le pipeline 

d‟effectoromique ne permet donc d‟identifier que des effecteurs qualifiés de cytoplasmiques 

(en opposition avec les effecteurs apoplastiques) et dont les cibles sont conservées chez N. 

benthamiana. De plus ce pipeline considère les localisations des protéines fusions 

effecteurs::GFP nucléo-cytoplasmiques comme « non informative » alors que le trafic 

nucléocytoplasmique participe activement aux processus de signalisation des réactions de 

défenses (Wiermer et al, 2007). Cette approche permet donc de sélectionner des MiSSPs 

ciblant des organelles de cellules végétales et potentiellement capable d„interférer avec la 

physiologie de l‟hôte en ciblant une protéine végétale conservée, ce qui est intéressant dans la 

recherche de MiSSPs modifiant la physiologie de l‟hôte végétal d‟une manière similaire aux 

effecteurs d„agents phytopathogènes. En revanche, il ne permet pas d‟isoler des MiSSPs 

interagissant spécifiquement avec des protéines du Peuplier.  



3. Perspectives dans l'analyse fonctionnelle des MiSSPs de L. 

bicolor 

Les analyses fonctionnelles entreprises au cours de cette thèse ont permis de 

mettre en évidence plusieurs effecteurs candidats ayant une localisation 

subcellulaire spécifique in planta (Chapitre IV) mais aussi la difficulté à trouver 

un interactant à l‟effecteur MiSSP8. La démarche mise en oeuvre dans le chapitre 

IV peut être utilisée de manière plus globale dans l‟élaboration d‟une stratégie 

d‟analyse fonctionnelle des MiSSPs de L. bicolor (Figure 21).  

1. Multiples nuances de MiSSPs 

Sur la base des résultats obtenus, au moins trois catégories de MiSSPs peuvent 

être envisagées (Figure 20). La première contient les MiSSPs à localisation 

intracellulaire, dont les partenaires d‟interactions sont protéiques et 

potentiellement impliqués dans la régulation des réactions de défenses et des 

processus de différenciation cellulaire. Cette catégorie contient à l‟heure actuelle 

MiSSP7 interagissant avec la protéine PtJAZ6 impliquée dans la régulation de la 

voie de l‟acide jasmonique. On peut aussi y inclure MiSSP31 dont la localisation 

dans le nucléole suggère un rôle dans la régulation génique. L‟association de la 

localisation subcellulaire et la recherche d‟interactant protéique peut 

potentiellement mettre en évidence d‟autres effecteurs candidats  liés à la 

modulation de la physiologie de l‟hôte.  

La seconde catégorie contient les MiSSPs à localisation extracellulaire, 

interagissant avec des interactants protéiques ou non protéiques. Ces MiSSPs 

peuvent jouer un rôle à la fois au niveau des réactions de défenses, en séquestrant 

des polysaccharides fongiques ou végétaux, mais aussi dans le remodelage des 

parois végétales nécessaire à la construction de l‟interface symbiotique. MiSSP8 

peut d‟insérer dans cette catégorie car, bien que son interactant n‟ ait pas été 

encore identifié, sa localisation en peuplier et en tabacs laisse penser que 

MiSSP8 est actif dans la zone située entre la membrane plasmique et la paroi 

végétale. Dans le cas où son interactant se révélerait être de nature non 

protéique, l‟utilisation d‟une approche telle que le fractionnement cellulaire 

associé à des outils de détection biophysique pourrait aboutir l‟identification de 

l‟interactant (Zhou et al, 2011).  



 

Figure 20 : Localisations potentielles des MiSSPs de L. bicolor. Les MiSSPs de L. bicolor 

peuvent contenir des effecteurs cytoplasmiques tel MiSSP7 ou MiSSP31, ciblant un 

compartiment subcellulaire précis (tel le nucléole ou le noyau), ou être restreinte au 

cytoplasme tel MiSSP12.6 et MiSSP25.3. D‟autres MiSSPs peuvent être des effecteurs 

apoplastiques, agissant soit dans la zone entre la membrane plasmique et la paroi végétale 

comme MiSSP8, ou dans l‟espace intercellulaire comme la protéine GH5.  
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La dernière catégorie de MiSSPs constitue les MiSSPs sécrétés par L. bicolor au 

niveau de l‟espace intercellulaire et ayant un rôle à jouer dans le remodelage des 

parois végétales. Cette catégorie de MiSSPs est suspectée d‟être nécessaire à la 

progression de l‟hyphe du champignon dans  la racine par l‟intermédiaire d‟une 

action enzymatique. Dans cette hypothèse, une enzyme de type glycoside 

hydrolase à localisation apoplastique possédant un domaine GH5 (Glycoside 

hydrolase 5) est en cours de caractérisation au laboratoire. La mise en oe uvre de 

ces trois catégories de MiSSPs parait nécessaire pour mettre en place une 

interface symbiotique fonctionnelle entre la plante et le symbionte.  

Certaines MiSSPs peuvent aussi ne pas avoir d‟impact sur l‟établissement de la 

symbiose mais sur son fonctionnement, soit la mise en place d‟un échange 

bidirectionnel de nutriments entre le champignon et l‟hôte. Ce pourrait être le cas 

de MiSSP22, dont l‟atténuation de l‟expression par ARNi n‟entraine pas de perte 

de capacité à mycorhizer chez L. bicolor (Daguerre, 2014). Chez les agents 

phytopathogènes, des transporteurs de sucrose de type SWEET de l‟hôte sont 

utiliser (notamment via des effecteurs de type TALE , Cohn et al, 2014) de 

manière à rediriger les ressources de l‟hôte végétal vers le microorganisme ( Chen 

et al, 2010 ; Chen et al, 2012). Cette stratégie peut être envisagé dans le cadre de 

la symbiose ECM compte tenu du flux de carbone venant de la plante hôte en 

direction du symbiote (Nehls et al, 2007).  

2. Quelles MiSSPs analyser à court terme ? 

Le choix des MiSSPs peut dans un premier temps se focaliser sur les MiSSP31, 

MiSSP12.6 et MiSSP25.3 (Chapitre IV). Ces MiSSPs correspondent à des 

effecteurs candidats potentiellement impliqués dans la régulation des réponses de 

défenses ou des processus de croissance/différenciation cellulaire de part leur 

localisation spécifique dans la cellule végétale et leur induction par les 

mycorhizes P. trichocarpa/L. bicolor et P. menziesii / L. bicolor. La mise au 

point de l‟expression en racines  chevelues de Peuplier associée à la co-

immunoprécipitation in planta peut améliorer l‟identification d‟interactant 

spécifique, la MiSSP se trouvant dans l‟organe hôte en présence des protéines 

hôtes. Ce crible peut aboutir à l‟identification de nouvelles MiSSPs ciblant la 
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physiologie de la plante hôte. L‟atténuation de l‟expression du candidat effecteur 

MiSSP31 mise en évidence dans cette thèse permettra de vérifier son impact sur la symbiose.   

3. Vers une approche intégrative dans l‟analyse des MiSSPs  ? 

Les différentes catégories de MiSSPs énoncées incitent à développer une 

stratégie d‟analyse plus globale des MiSSPs (Figure 21). La démarche proposée 

s‟inspire du pipeline d‟effectoromique et est adapté de manière à fournir un 

crible efficace des différents MiSSPs en tant qu‟effecteur cytoplasmique ou 

apoplastique (Figure 20). L‟utilisation de racine de Peuplier au lieu d‟un système 

hétérologue parait plus pertinent car permettant de travailler sur des effecteurs 

exprimés dans la plante hôte et l‟organe hôte . L‟utilisation d‟un système 

hétérologue peut néanmoins être conservé à des fins de criblage, les effecteurs 

identifiés de cette manière étant potentiellement des effecteurs interagissant avec 

des interactants conservés entre le Peuplier et le tabacs.  

 Bien que la recherche d‟interactant non protéique se révèle plus délicate à mettre 

en oeuvre, elle reste néanmoins pertinente dans le cadre de l‟étude des effecteurs 

apoplastiques, notamment ceux susceptibles d‟interagir avec les parois végétales 

ou les microdomaines membranaires.  Une limite à cette démarche est notamment 

que l‟étude d‟effecteurs candidats présents dans l‟apoplaste  repose sur le postulat 

que le signal peptide fongique est correctement reconnu par les cellules 

végétales . La mise au point d‟un test permettant de vérifier la fonctionnalité du 

signal peptide des effecteurs fongiques dans les cellules de plantes serait utile 

pour valider la démarche proposée. L‟ensemble de ces approches permettra 

d‟obtenir une vue plus globale concernant l‟implicat ion des MiSSPs dans la 

modulation des réponses de l‟hôte, leurs fonctions biologiques, les similarités ou 

différences existant entre les MiSSPs et les effecteurs d‟agents phytopathogènes 

et, plus généralement, le fonctionnement à l‟échelle moléculaire de la symbiose 

ectomycorhizienne. 
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Liste des annexes : 

Annexe 1 : Wittulsky S, Pellegrin C, Giannakopoulou A, Böni R. 2015. A snapshot of 

molecular plant-microbe interaction research. New Phytologist 205: 468–71. Acte du 

congrès IS-MPMI XVI, Rhodes, Grèce paru dans la revue New Phytologist.  

Annexe 2 : Localisation subcellulaire in planta de MiSSP8 sous forme mature 

(i.e, sans signal peptide).  

Annexe 3 : Bilan des activités (communications orales, posters, formations)  

Annexe 4 : Validation du système de rBiFC  

Annexe 5 : Western Blot rBiFC  

Annexe 6 : Recherche d‟interactants lipidiques par puces à lipides  

Fiche technique 1  : Production et purification de protéine recombinante en 

Escherichia coli via le système inductible et auto processif de l‟étiquette protéase 

CPD. 

Fiche technique 2 : Vérification d‟interaction protéine-protéine par 

complémentation bi-moléculaire de fluorescence (BiFC) 

Fiche technique 3 : Recherche d‟interactions protéines-sucres par titration 

calorimétrique isotherme 

Fiche technique 4 : Recherche d‟interactions protéines-lipides par puces à lipides. 
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Annexe 2 - Localisation subcellulaire in planta de MiSSP8 

sous forme mature (i.e, sans signal peptide) 

 

 

 

Expression transitoire d‟une construction MiSSP8::GFP dans une feuille de 

tabacs agés de 4 semaines par agroinfiltration. D.O = 0.1. Observation au 

microscope confocal à balayage laser 24 heures après infiltration.  
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Annexe 3 - Bilan des activités (communications orales, 

posters, formations) 

2015, 15 Septembre. Présentation orale. Effectome Meeting, Lauret, France 

2014, 6 Juillet. Poster. IS-MPMI XVI, Rhodes, Greece 

2013, 2 Octobre. Poster. XI Fungal Biology Conference, Karlsruhe Institute of Technology, 

Karlsruhe, Germany 

2013, 27 Septembre. Présentation orale. Effectome Meeting, Lauret, France 

2013. 20 Février. Poster. Séminaire du département EFPA. Dourdan, France 

2012, 29 Octobre. Poster. Effectome Meeting, Lauret, France 

 

Formations  

AcT/MedCom.1-Experimentarium(session automne 2013) 

  

Objectif : Il ne s‟agit pas d‟un cours mais d‟une formation-action pour laquelle la 

participation active et l‟adhésion des participants et de leurs encadrants (directeur de thèse ou 

personne de l‟équipe) est nécessaire. Il est nécessaire de faire preuve d‟ouverture aux autres et 

d‟avoir envie de parler de son activité.  

 

Programme : Ce module vise, du 2 septembre au 7 novembre 2013, à former les doctorants : 

- à parler de leur activité - à dialoguer avec un public de non-spécialistes - à partager leur 

passion de la recherche - à montrer que la science n‟est pas un monde mystérieux mais avant 

tout une activité humaine. Le but n‟est pas de faire de la vulgarisation scientifique au sens 

classique du terme, mais bien de replacer la science dans la société. La formation aide les 

doctorants à réfléchir sur le sens de leur recherche, à se sentir à l‟aise avec leur sujet, leur 

position, leur activité de jeunes chercheurs ; elle apprend à être disponible face au 

questionnement de non-spécialistes et peut être en cela un atout dans une recherche d‟emploi 

ultérieur. La démarche des ateliers part d‟expériences et d‟objets choisis par le doctorant pour 

entraîner le public au cœur de sa recherche. 

 

Methodes de l'etude in situ de la cellule  

 

Objectif : Initier les étudiants aux nouvelles méthodes de cytologie utilisées dans l‟étude des 

processus fondamentaux de biologie cellulaire. Développer chez l'étudiant une appréciation 

de ces méthodes afin de pouvoir les intégrer en complémentarité avec les méthodes de la 

biochimie et de la biologie moléculaire. 

 Programme : L‟enseignement comprendra une partie théorique et une partie pratique sous 

forme d‟ateliers et de démonstrations à partir d‟exemples précis. 1. Base de la microscopie 

photonique: - la microscopie à contraste de phase, interférentielle - la microscopie à 

fluorescence, confocale - la vidéo microscopie 2. Analyse au niveau structural et 

ultrastructural : - microscopies électroniques à transmission et à balayage - techniques de 

microdétection par perte d‟énergie et analyse X. 3. Localisation de composés (protéines, 

hormones.) par des techniques d'immunocytochimies : immunofluorescence, 

immunoperoxydase, immunogold 4. Localisation de marqueurs sur ADN, étude de 

l'expression de gènes - hybridation in situ - FISH 5. Utilisation de sondes fluorescentes 6. 

Traitement, analyse d'images en cytologie (18 mars 2013) Faculté des Sciences Vandoeuvre 

les Nancy et INRA Champenoux  
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Séminaire annuel 2014 école doctorale RP2E : 'ressources végétales et animales ... 

Quelles perspectives ? 

 Programme : Matin et après-midi : conférences effectuées par des intervenants extérieurs en 

relation avec le thème du séminaire et par des doctorants en relation avec leur sujet de thèse. 

Vont présenter chacun une conférence : Mesdames Nathalie CAYOT - Professeur AgroSup 

Dijon et Dr Danièle WERCK - Directeur de Recherche Université de Strasbourg Dr Frédéric 

GAYMARD - Directeur de Recherche SupAgro Montpellier et Dr Guillaume TCHERKEZ - 

Professeur Université Paris Sud 

   

Développer ses capacités à communiquer et à manager  

 

Objectifs 
Savoir maîtriser tous les vecteurs de la communication: écoute verbale et non verbale, posture 

et énergie comme éléments majeurs de la communication. Savoir écouter, entendre et 

maîtriser tous les signaux langagiers émis pour mieux interagir avec l‟autre. Savoir maîtriser 

toutes les formes de prise de parole : maîtrise de la voix, du regard, de la gestuelle 

relativement à un espace donné. Savoir développer son assertivité : savoir être confiant et 

créatif en situation inconnue, mieux cerner ses potentiels, développer la confiance en soi et 

apprendre à s‟affirmer. Savoir mener des hommes et des équipes : prendre conscience de 

l‟efficacité d‟une démarche collective qui respecte les individualités et les différences. Savoir 

diriger et être dirigé. 

 

Programme :  
Exposer sa thèse, défendre des projets de recherche, transmettre des savoirs lors de 

conférences ou de cours réguliers, dynamiser une équipe de recherche, demandent des savoirs 

faire et savoir être peu abordés dans les cursus universitaire. Il s‟agit de développer les 

capacités à communiquer, à manager et à mettre en acte la transmission des savoirs. Certaines 

techniques théâtrales, utilisées habituellement par le comédien ou le metteur en scène, sont 

mises au service du développement personnel de l‟individu pour une meilleure maîtrise 

professionnelle des situations de communication des chercheurs. Ainsi on traite de 

problématiques professionnelles par le biais de transpositions dans des exercices et mises en 

situation diverses, permettant d‟en cerner certains enjeux fondamentaux. La distance ainsi 

créée, va permettre la mise en jeu ( je ), nécessaire d‟une part à toute prise de conscience et 

remise en cause personnelle, d‟autre part à l‟expression de la créativité indispensable pour la 

recherche de solutions nouvelles aux problèmes rencontrés. 
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Annexe 4 - Validation du système rBiFC 

 

 

Photographies en microscopie confocale à balayage laser (x35) de feuilles de tabac exprimant 

transitoirement les différentes constructions. (A) : Contrôle positif d‟interaction : nYFP 

::MiSSP7 interagit avec cYFP ::JAZ6 dans le noyau de cellules épidermiques de tabac et la 

YFP est reconstituée. (B) : Contrôle négatif de transformation : Le signal rouge retrouvé est 

du à l‟autofluorescence des chloroplastes. (C) : Contrôle négatif d‟interaction : Les cellules 

sont bien transformées (signal rouge nucléo-cytoplasmique dans les cellules épidermiques) 

mais nous n‟observons pas de signal jaune, la YFP n‟étant pas reconstituée par l‟interaction 

des deux protéines dans ce cas. N : noyau. Tiré du rapport de stage de Master 2 de François 

Jobert.  
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Annexe 5 – Western Blot du rBiFC 
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Annexe 6 – Recherche d‟interactants lipidiques par puces 

à lipides 
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Fiche technique 1 

Production et  purification de protéine recombinante en Escherichia coli via 

le système inductible et auto processif de l‟étiquette protéase CPD 

Principe 

L‟étiquette CPD consiste à la fusion du domaine 

protéase à Cystéine (CPD) de la toxine MARTX 

de Vibrio cholerea et de l‟étiquette 

hexahistidine. Le CPD est une protéase site-

spécifique clivant exclusivement après les 

résidues Leucine après activation par la petite 

molécule eucaryote spécifique Inositol 

hexakisphosphate (InsP6). Puisque cette 

molécule est absente des cellules bactériennes, 

des protéines de fusion pleine longueur CPD-

His6 sont purifiées en utilisant la 

chromatographie d'affinité imidazole (IMAC), à 

partir de lysats bactériens sous une forme de 

protéase inactive. L‟ajout d‟InsP6 sur les 

protéines fusion immobilisées sur les colones 

Ni2+-NTA induit l‟autoclivage après un résidu 

Leu au niveau de la jonction entre protéine 

d‟intérêt et CPD. Tiré de Shen et al, 2008. 

 

Production de MiSSP8 recombinante  

1. La séquence d‟ADNc correspondante à la protéine MiSSP8 mature (sans 

signal peptide), avec ou sans étiquette streptavidine,  a été optimisée pour 

l‟usage des codons de E. coli  et clonée dans le plasmide pET-28a-CPD 

(Shen et al, 2008).  

2. Transformation de souches de E.coli chimiocompétentes Rosetta pLysS 

(Novagen). Cette souche permet de réduire les « fuites » d‟expression 

avant induction de l‟expression . 

3.  A partir d‟une préculture sur la journée de 5 mL en milieu Luria-Bertani 

(Bertani, 1951), une solution de 200mL de milieu LB est inoculée et 

cultivée sur la nuit  (37°C, 200 rpm). Le lendemain, une solution de 

2000mL est inoculée et ajustée à une D.O 600 de 0.1. L‟induction de 

l‟expression du plasmide pET-28a-CPD s‟effectue à l‟entrée  en phase 

exponentielle de croissance (DO600 = 0.4) par ajout de 0.5mM d‟IPTG dans 

le milieu(Figure, A).  

4. Cultiver les bactéries pendant 4h à 37°C et 200 rpm.  

5. Centrifuger les cellules à 8000 rpm pendant 10 mn. 

6. Resuspendre le culot dans 5mL de tampon (50mM Tris, 200mM NaCl pH8)  

7. Lyser les cellules bactériennes par sonication 2x1 min à une puissance de 

100W. Effectuer la lyse dans la glace.  

8.  Centrifuger le lysat cellulaire à 10000 rpm, 15 min. 



 
Figure : Production et purification des protéines MiSSP8 et MiSSP8-Streptag 

recombinante en E.coli. (A) Le gène codant la protéine MiSSP8 avec ou sans étiquette 

streptavidine est synthétisé dans le vecteur d‟expression pET-28a-CPD avec optimisation des 

codons pour une expression en E.coli. Une culture bactérienne de 2L est inoculée à partir 

d‟une préculture de 200mL. (B) La protéine MiSSP8-CPD-His soluble est d‟abord purifiée 

sur une résine Ni-NTA avant (C) induction du clivage de l‟étiquette CPD par ajout d‟inositol-

6-phosphate. (D) La protéine MiSSP8 et MiSSP8-Streptavidine est finalement séparée de son 

étiquette CPD par chromatographie d‟exclusion de taille.  
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9. Le surnageant (correspondant à la fraction soluble) est prélevé et passé sur 

colonne Ni-NTA (Qiagen). 

10.  Le culot correspondant à la fraction insoluble et repris dans du tampon 

Tris-NaCl dans un volume équivalent au volume de fraction soluble.   

11. Déposer entre 10mL de résine Ni-NTA (Qiagen, Allemagne) dans une 

colonne de purification (Qiagen, Allemagne).  

12. Equilibrer la colonne avec 15mL de tampon Tris NaCl  

13. Laver la colonne avec un volume de 40mL de tampon de lavage (50mM 

Tris, 200mM NaCl, 15mM imidazole pH8).  Controler que la D.O280 est  

proche de 0 après avoir fait le blanc sur le tampon de lavage.   

14. Eluer la protéine recombinante avec 15mL avec du tampon d‟élution 

(50mM Tris, 200mM NaCl, 150mM imidazole pH8)  (Figure, B).  

15. L‟imidazole est ensuite retiré du milieu d‟élution par diafiltration contre 

du tampon 50mM Tris, 200mM NaCl pH8 à l‟aide du colonne Vivas pin 

15mL Turbo (Sartorius) à 4000g.  Remplir la colonne Vivaspin avec 

l‟éluat. Centrifuger (4000g/30min) jusqu‟à descendre le volume à 1mL. 

Vider le « flow-through » puis compléter à 15mL avec du tampon Tris -

NaCl. Centrifuger (4000g/60min). Recommencer. Au moins 5 cycles de 

centrifugation sont nécessaires pour abaisser la concentration d‟imidazole 

à une valeur suffisamment faible (1.5uM) pour ne pas interférer avec la 

suite de la purification  

 

Purification de MiSSP8 

1. Autoclivage de la protéine et de son étiquette induit par l‟ajout de 0.20

d‟inositol-6-phosphate (Sigma) dans un tampon 100mM Tris, 200mM NaCl 

pH 8 sur la nuit à température ambiante  (si la protéine est stable à cette 

température, sinon possibilité d‟incuber sur la nuit à 4°C) ( Figure, C).  

2. Au moins trois cycles de diafiltration avec les colonnes Vivaspin 15 Turbo 

permettent d‟éliminer l‟inositol-6-phosphate.  

3. La protéine clivée est finalement purifiée sur une colonne d‟exclusion de 

taille et éluée par fraction de 1.5mL (Akata Prime Plus, GeHealthcare). 

Les fractions contenant la protéine MiSSP8 purifiée ont été controlées sur 

gel Tris-Glycine 12% et celles contenant la protéine MiSSP8 seules ont été 

regroupées. (Figure, D). 
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Fiche technique 2 

Interaction protéine-protéine par complémentation bi-moléculaire de 

fluorescence (BiFC) 

 
Principe 

La technique de complémentation bi-moléculaire de fluorescence (BiFC) se base sur 

l‟expression simultanée de deux protéines fusions dans la même cellule. La protéine 

fluorescente jaune YFP (Yellow Fluorescent Protein) est clivée en deux peptides Nt et Ct non 

fluorescents. Chaque partie est fusionnée respectivement à deux protéines d‟intérêt pour 

lesquelles une interaction est supposée (Figure 1). L‟expression des deux fusions in planta 

permet d‟évaluer la capacité des deux protéines à interagir ensemble, l‟interaction permettant 

la reconstitution d‟une protéine YFP complète, entrainant l‟apparition de fluorescence dans la 

cellule (Figure 1). Les avantages de cette approche in vivo est qu‟elle permet de visualiser des 

interactions protéines-protéines dans des cellules vivantes et de déterminer le compartiment 

sub-cellulaire où l‟interaction est effective. Néanmoins, des problèmes peuvent apparaître si 

les co-transformations aboutissent à des niveaux d‟expression différent des deux protéines 

fusion. De manière à éviter cet inconvénient, nous utilisons le système du ratiometric BiFC 

(rBiFC) (Grefen & Blatt, 2012) reposant sur l‟utilisation d‟un seul vecteur contenant 

l‟effecteur fusionné à une partie de YFP, le candidat interactant fusionné à l‟autre partie de la 

YFP (ainsi qu‟un contrôle interne sous la forme d‟une protéine RFP (Red Fluorescent Protein) 

(Figure 2). Chaque construction est sous le contrôle d‟un promoteur 35S (constitutif fort). Le 

signal RFP indique si la cellule a été correctement transformée, et suggère que les deux 

partenaires seront aussi produits avec une stœchiométrie 1 : 1.  

 

Figure 1. Principe de la complémentation bi-moléculaire de fluorescence.  

D‟après Kodama et Hu. 2012.    

Souches bactériennes utilisées 
Les vecteurs rBiFC (Figure 2) contenant les séquences codantes de la protéine 

MiSSP8 et des différents interactants testé ont été propagés dans un premier 

temps dans des E.coli  DH5alpha dans du milieu LB liquide supplémenté avec les 

antibiotiques appropriés à 37°C. L‟ADN plasmidique a été ensuite extrait et 
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lesvecteurs ainsi obtenus ont été transformés dans des Agrobacterium 

tumefaciens GV3101  électrocompétentes.  

 
Figure 2. Schéma des vecteurs  disponibles pour le système rBiFC. Grefen et 

Blatt, 2012.  

 

Mise en oeuvre du rBiFC 

1. Les séquences codantes de MiSSP8 et de ses différents interactants 

putatifs, flanquées des séquences attb ont été amplifiées avec une 

polymérase à haute-fidélité Phusion II Hot Start avant d‟être clonés dans 

un vecteur d‟entrée pDONR222 via une réaction de BP cloning 

(GATEWAY, Invitrogen).  

2. Après extraction et séquençage des plasmides recombinants, une réaction 

de LR Cloning multiplex a été mise en œuvre en suivant les 

recommandations des auteurs du système rBiFC (Greffen & Blatt, 2012, 

données supplémentaires) via l‟enzyme LR Clonase Plus.  

3.  Les souches d‟ A. tumefaciens  GV3101 sont cultivées sur la nuit. Les 

cultures sont centrifugées 10 minutes à 4000 rpm puis resuspendues dans 

5mL de tampon d‟activation (10 mM MgCl2, 10mM MES pH 5.6, 100uM 

acétosyringone) et mis sous faible agitation pendant 1h.  

4.  La culture bactérienne est ajustée à un D.O600= 0.5 avant infiltration. Des 

feuilles de tabacs de 5 semaines sont infiltréees via une seringue sans 

aiguille.  

5. Les tabacs sont ensuite été mis en chambre de culture phytotronique à 

22°C avec une photopériode de 8h/16h.  

6. Les observations au microscope confocal à balayage laser sont faites 36h 

après infiltration.  
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Fiche technique 3 

Recherche d‟interactions protéines-sucres par titration calorimétrique 

isotherme 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Microcalorimétrie 

1. La protéine MiSSP8 recombinante, concentrée à 40uM, a été transférée 

dans un tampon phosphate ou dans de l‟eau par diafiltration au moyen 

d‟une colonne Vivaspin Turbo 15 (Sartorius).  

2. Le ligand à tester (sucre) est transféré dans un tampon identique par 

purification sur colonne de désalage PD-10 (GeLifesciences, USA) et 

ajusté à une concentration au moins cent fois supérieure à la protéine 

(400uM). 

3. La protéine est insérée dans la cuve du microcalorimètre et  le sucre inséré 

dans la seringue de l‟appareil.  

4. La mise en présence de la protéine et du sucre se fait par injection 

successive de polysacharides dans la cuve.  

5. Les données sont ensuite analysées avec le logiciel Origin v7.0 (Malvern).  

Les réactions sont effectuées soit dans un tampon phosphate  pH7, soit en milieu 

aqueux ou en milieux aqueux supplémenté en cofacteur MgCl 2, MnCl2 ou CaCl2 

(5mM chacun).  

Principe.  

La titration calorimétrique isotherme est une 

technique permettant d‟étudier des 

interactions entre macromolécules et 

d‟obtenir des paramètres thermodynamiques 

tels que la stœchiométrie, la constante 

d‟affinité ou le changement d‟enthalpie. Cette 

technique est beaucoup utilisée dans l‟étude 

des interactions protéines/protéines, 

protéines/sucres ou encore protéines/ARN. La 

protéine est placée dans une cuve maintenue 

à une température constante. Le ligand 

potentiel est présent dans une seringue en 

rotation insérée dans la cuve. L‟injection 

successive de ligand dans la cuve met en 

présence la protéine et son ligand et, dans le 

cas d‟une interaction, sature progressivement 

la protéine. L‟interaction physique entre la 

protéine et le ligand est détectée par le 

dégagement de chaleur généré lors de 

l‟interaction entre les deux partenaires. A 

l‟inverse, une absence d‟interaction 

n‟engendra aucune variation de température 

dans la cuve. Tiré de Leevit, 2001 

 



 214 

Fiche technique 4 

Recherche d‟interactions protéines-lipides par puces à lipides 

  



ANALYSE D‟EFFECTEURS DU CHAMPIGNON ECTOMYCORHIZIEN LACCARIA BICOLOR : 

APPROCHES BIO-INFORMATIQUES ET FONCTIONNELLES 

La symbiose ectomycorhizienne associe les racines d‟un arbre aux hyphes d‟un champignon, conduisant à 

un échange réciproque de nutriments entre les deux partenaires. La colonisation fongique massive du cortex 

racinaire est caractérisée par la formation d‟une interface symbiotique, le réseau de Hartig. L‟acquisition du 

génome du symbionte ectomycorhizien Laccaria bicolor a permis d‟identifier des petites protéines prédites 

sécrétées, les MiSSPs (Mycorrhiza-induced Small Secreted Proteins). Mon projet de thèse avait pour 

objectifs la comparaison des sécrétomes, notamment les petites protéines sécrétées (SSPs), de champignons 

ectomycorhiziens et saprotrophes, la localisation subcellulaire in planta et l‟analyse fonctionnelle de 

MiSSPs de L. bicolor. 

L‟analyse bioinformatique a notamment permis de révéler des clusters de SSPs conservées entre 

champignons ectomycorhiziens et saprotrophes ou spécifiques de champignons ectomycorhiziens, mettant 

en lumière que les champignons ectomycorhiziens partagent des SSPs avec leurs ancêtres saprotrophes mais 

possèdent aussi d‟autres SSPs spécifiques à leur mode de vie. 

Un jeu de MiSSPs de L. bicolor ont été localisées in planta. Trois d‟entre eux ciblent spécifiquement des 

compartiments subcellulaires de la cellule végétale. Le motif répété DWRR présent dans la séquence de 

MiSSP8 est partagé par une famille de protéine fongique de champignons majoritairement saprotrophes.  

Ces résultats suggèrent que l‟utilisation de SSPs comme moyen de communication est générique chez les 

champignons et démontrent aussi qu‟au moins une petite protéine sécrétée requise pour la symbiose de L. 

bicolor a évoluée à partir de protéines de champignons saprotrophes. 

 

Mots-clés : effecteurs, petites protéines sécrétées, ectomycorhize, symbiose, Laccaria bicolor 

 

ANALYSIS OF EFFECTOR PROTEINS FROM THE ECTOMYCORRHIZAL FUNGUS 

LACCARIA BICOLOR: BIOINFORMATIC AND FUNCTIONAL ANALYSIS 

 

Roots of most trees form ectomycorrhizal (ECM) symbiosis with mutualistic soil-borne fungi, relying on a 

bi-directional exchange of nutrients between the two partners. Fungal colonization of cortical root cells form 

the Hartig net, a symbiotic interface. Functioning of this symbiotic interface is not well known. However, 

Laccaria bicolor genome sequencing sheds the light on upregulated small-secreted proteins, so-called 

MiSSPs (Mycorrhiza-Small Secreted Proteins). Several L. bicolor MiSSPs were demonstrated as symbiosis 

effectors.  

My PhD project aims to compare secretomes, in particular SSPs, of fungal with different lifestyles and 

pursue functional analysis of MiSSPs of L. bicolor. 

Based on the clustering analysis, we identified clusters of SSPs shared between saprotrophic and ECM fungi 

and clusters of SSPs specific to ECM-fungi. This study highlights that ECM fungi share SSPs with their 

saprotrophic ancestors but also possess lifestyle specific SSPs. 

In planta subcellular localization of a set of MiSSPs belonging to a core-regulon showed that three of them 

are able to target different plant subcellular compartments. Functional analysis of the symbiosis effector 

MiSSP8 does not lead to the identification of a putative interactor but the repetitive motif DWRR of 

MiSSP8 protein sequence is unique to fungi and is shared with SSPs from saprotrophic ancestors.  

Our results suggest the use of SSPs as mean of communication is common and generic and show at least one 

SSPs required for ectomycorhizal symbiosis of L. bicolor has evolved from SSPs found in saprotrophic 

fungi. 

 

Keywords: effectors, small-secreted proteins, ectomycorrhizal, symbiosis, Laccaria bicolor 
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