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La RT PCR in situ est une technique robuste qui permet de quantifier 'expression de genes dans des tissus complexes. Nous
P'avons appliquée avec succés sur des coupes fines de nodosités pour suivre Pexpression des différents génes bactériens en fonction de
différentes conditions environnementales appliquées a la plante 112, Cette technique comprends les étapes (i) de fixation des organes
frais, qui peuvent étre ensuite déshydratés et conservés dans de la paraffine, (ii) de réalisation de coupes fines ou semi-fines, (iii) de retro-
transcription des ARN messagers puis d’amplification des ADNc produits par PCR en présence de dUTP-digoxygénine, (iv) de couplage
de la digoxygénine des transcrits a une phosphatase alcaline via des anticorps anti-digoxygénine spécifiques, et (v) de révélation de
Iactivité phosphatase avec un substrat fluorescent, 'ELF-97. La localisation et I'intensité de la fluorescence renseignent alors sur les
cellules exprimant le géne étudié tout en quantifiant son niveau d’expression. Par rapport a Phybridation 7 situ, les avantages de cette
technique sont une plus forte sensibilité car les ARNm des genes d’intérét sont amplifiés et I'absence d’élément radioactifs.
Malheureusement, elle est inopérante lorsque les tissus contiennent des composés phénoliques car ils vont inhiber le fonctionnement
des deux enzymes utilisées, qui sont la Réverse Transcriptase (RT) et la Taq Polymérase. Dans ce poster, nous décrivons les premiers
résultats que nous avons obtenus sur des coupes d’ectomycorhizes de Pin maritime associé au basidiomycete Hebeloma cylindrosporum.
Parmi tous les composés testés pout lever I'inhibition des tanins et des polyphénols particulierement actifs a haute température, I'apport
de sérum albumine de beeuf nous a permis de révéler Pexpression du gene de la tubuline de H. ¢ylindrosporum et nous sommes en train de
réaliser des RT-PCR 7z situ afin de localiser 'expression des trois genes codant pour des transporteurs fongiques H*: phosphate (HcPT1.1,
HcPT1.2, et HcPT?2) identifiés dans le génome de ce champignon B4, Dans une deuxieme étape, nous tenterons de localiser les transcrits
des autres génes codant pour les transporteurs de P inorganique ou de P organique identifiés chez cette espece fongique Bl afin de mieux
comprendre leur role dans I'absorption de P inorganique du sol et le transport de P des cellules fongiques aux cellules de la plante-hote
au sein des ectomycorhizes.
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