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L INTRODUCTION

Les cellules doivent intégrer de nombreux signaux exogenes et endogénes afin de réguler
et coordonner les différents mécanismes contrélant leur prolifération, leur différenciation ou
leur mort programmée au cours du développement de chaque organisme. Cela leur permet de
constamment s’adapter a leur environnement. Aprés leur perception par des récepteurs
spécifiques, ces signaux sont transmis par divers systémes de messagers biochimiques. Ces
derniers forment des réseaux afin de moduler les activités cellulaires soit directement (e.g.
activité enzymatiques, transporteurs), soit indirectement par le controle de I'expression des
génes appropriés. La compréhension des mécanismes de signalisation pour un effecteur
donné, son répertoire de transducteurs et les interactions de ceux-ci dans un réseau plus
sophistiqué, doit étre mise en perspective de I'organisation complexe de la cellule.

Les cycles de phosphorylation - déphosphorylation représentent un mécanisme important
de transmission des signaux cellulaires. Par un mécanisme de phosphorylation, les protéines
kinases modifient I'activité, la localisation et l'affinité pour leur(s) substrat(s) peptidique(s).
Ainsi, elles peuvent réguler la plupart des processus cellulaires, particuliérement la
transduction des signaux, et coordonnent les différentes cascades de signalisation qui sont
bien conservées chez différents organismes. La phosphorylation par les protéines kinases
régule la fonction des protéines (directement ou par l'intermédiaire de la transduction des
signaux appropriés) impliquées dans les processus cellulaires tels que des enzymes du
métabolisme, des canaux et des pompes membranaires, des protéines du cytosquelette et des
facteurs de transcription. En effet, 53 fonctions de kinases et superfamilles (subdivisée en 27
familles) sont bien conservées chez la levure, les nématodes, les insectes, les vertébrés, les
plantes et les champignons. C’est pour cela que I'étude des cascades de signalisation, régulées
par les protéines kinases nous aident a réaliser une étude comparative de I'activité des kinases
ainsi qu'une vue d’ensemble des états de toutes les cellules (Manning, 2005).

Chez S. cerevisiae, on retrouve génes identifiés comme protéines kinases 113 (Hunter et
Plowman, 1997) représentant 2% (Gerard Manning, 2005) des génes de la levure (Figure 1).
Il existe 409 protéines kinases chez les nématodes et plus que 800 chez les vertébrés. L’analyse
phylogénique des séquences des protéines kinases ont permis d’établir que les génes codant
les domaines catalytiques de presque toutes les sérine/thréonine/tyrosine kinases eucaryotes
ont une origine commune et ont divergé au cours de I'évolution pour former plus d’'une dizaine
de famille.

Contrairement au nombre élevé de protéines kinases, Stark (1996) a trouvé, dans la base
de données de PROSITE, seulement 31 séquences possédant divers motifs caractéristiques des
protéines kinase (Figure 2). La différence entre le nombre de protéines kinases de protéines

phosphatases montrerait, contrairement a la nature fortement spécifique des kinases, que






chaque sous-unité catalytique des phosphatases est, tres probablement, capable de réagir avec
un spectre plus large de protéines (théorie de targetting).

Les fonctions liées a la signalisation par l'intermédiaire de la phosphorylation dans les
champignons peuvent étre divisées en 3 groupes:

(1) la réponse aux signaux extracellulaires, d'hormones, de lumiére, de stimulus physiques,
de tissu végétal de la hote, de croissance et de différentiation.

(2) le contrdle de processus qui se produisent de maniére discontinue pendant le cycle
cellulaire tel que la synthese d’ADN et la mitose.

(3) laréponse au stress alimentaires et environnementaux.

Les protéines kinases peuvent étre séparées en 5 grandes familles (Hanks, 1994) :

(1) Aspartate kinases ; (2) Histidine kinases ; (3) Sérine/thréonine kinases ; (4) Tyrosine
kinases; (5) Dual specificity kinases.

Chez les champignons filamenteux et chez les eucaryotes, les protéines kinases Ser/Thr,
sont prédominantes. Ces enzymes utilisent le gamma phosphate de I'’ATP ou du GTP pour
générer une liaison entre le phosphate avec le groupe alcool de la Sérine ou de la Thréonine.
Ces protéines kinases sont des enzymes contenant une région catalytique fortement conservée
et un domaine de régulation moins conservé. Ces deux domaines sont, en général, liés par un
pseudo-substrat (PKC) qui maintient 'enzyme inactive. Des maintenant, pour simplifier ce
texte, nous assimilerons la notion de kinases a protéines kinases. La recherche menée depuis la
derniére décennie a permis la découverte de plusieurs réseaux signalétiques intra et
extracellulaires (grace aux signaux transmis par les récepteurs via les petites protéines G
hétérotrimeriques) et de faire le lien entre les défaillances possibles de ces réseaux et des
maladies tel que certains cancers (Lee et Meccubrey, 2002), (Kerbel et al. 2000). Parmi celles-
ci, on distingue des voies de signalisation formées de protéines kinases connues sous le nom de
MAP kinases pour Mitogen-Activated Protein kinases. Les voies de transduction de signaux
sont essentiellement des MAP kinases chez les cellules d’eucaryotes pour controler une variété

processus, aussi complexes que, par exemple, la prolifération, la différenciation ou I'apoptose.






1. La paroi cellulaire

La paroi cellulaire est une structure rigide, extracellulaire, entourant la membrane
plasmique chez les plantes, les algues, les bactéries et les champignons. Les animaux et les
protozoaires en sont dépourvus. En effet, la paroi cellulaire apporte a la cellule un soutien
structurel, une protection, et agit comme un mécanisme de filtrage. La paroi cellulaire fait aussi
obstacle a I'expansion lorsque I'eau pénétre dans la cellule.

Les matieres constitutives de la paroi cellulaire varient d'une espece a l'autre. Chez les
plantes, la plus forte composante de la paroi cellulaire, complexe, est un hydrate de carbone
polymeére du glucose appelé cellulose. Chez les bactéries, les formes de peptidoglycane sont
dominantes. Chez les archéens, les parois des cellules ont des compositions différentes, elles
peuvent étre formées de glycoprotéines couches S, de pseudo peptidoglycanes, ou de
polysaccharides. Les champignons possédent des parois cellulaires composées de chitine et de
glucanes alors que celles des algues sont généralement constituées de glycoprotéines et de
polysaccharides. Toutefois, certaines espéces d'algues peuvent aussi avoir une paroi cellulaire
formée, en plus, d'acide silicique. Souvent, les molécules d'autres structures se trouvent

ancrées a la paroi cellulaire (Tableau 1).

ORGANISME CONSTITUANTS
Plante Cellulose | glycoprotéines Glucomannanes, Xyloglucanes | Lignine, Cutine
Bactérie Acides peptidoglycane Phospholipides,
téchoiques Lipopolysaccharides
Algue Silicium Alginique acidifiant Xylanes, Mannanes Polysaccharides
sulfonés
Champignon Chitine -1, 3 - glucane Mannoprotéines

Tableau 1 : Comparaison des constituants de la paroi cellulaire chez différents organismes

En effet, La paroi cellulaire est une structure de 100 a 200 nm d’épaisseur chez la levure S.
cerevisiae. Il est considéré que la composition et l'architecture de la paroi peuvent varier
notamment avec l'dge de la cellule, son état développemental ou en réponse a des

modifications du milieu de culture (Aguilar, et al. 2003) (Sanchez et al. 1995).

1.1.  Sesroles
La paroi cellulaire chez la levure a quatre fonctions importantes :
a) Stabilisation des conditions osmotiques internes: L’osmolarité
cytoplasmique de S. cerevisiae et d'autres champignons est habituellement
plus élevé comparée a celle du milieu. Pour contenir l'afflux de l'eau, qui

perturberait les conditions internes et causerait le gonflement excessif de la






cellule menant, par la suite, a la rupture de la membrane plasmique, les
champignons forment une paroi rigide et élastique. L’extension de la paroi crée
une contre pression, qui arréte l'afflux de 1'eau, 'augmentation du volume
cellulaire diminuant la pression osmotique.

b) Protection contre le stress physique: La paroi cellulaire est non
seulement impliquée dans la maintenance homéostatique mais également
dans la protection. La combinaison de la force mécanique considérable et de
I'élasticité élevée permet a la paroi, de transmettre et redistribuer les stress
physiques, de ce fait protégeant efficacement la cellule contre des dommages
mécaniques (Koch, 2003), (Clarke et al. 1986).

c) Maintenance de la forme cellulaire, condition préalable pour la
morphogénese : La morphologie des cellules dépend beaucoup des contraintes
externes a la membrane plasmique. En effet, le cytosquelette semble jouer un
role moins important que dans les cellules animales. Plusieurs contraintes
peuvent jouer : les pressions relatives des cellules voisines et la structure et la
rigidité de la paroi cellulaire elle-méme. C'est au cours de la différenciation
cellulaire que de nombreuses formes adaptées a leurs fonctions sont acquises
par les cellules. Les cellules de levure peuvent se développer en tant que
cellules ovales, sous une forme plus allongée en absence d’azote ou en formant
des pseudo-hyphes. La formation d'une structure d’appariement en réponse a
la phéromone engendre également la morphogénese due a la paroi cellulaire.
Les formes singulieres des champignons supérieurs sont un exemple saisissant

de la fagon dont la paroi cellulaire peut contribuer a la morphogénese.

En plus de ces fonctions générales, les fonctions spécifiques de différentes protéines sont
importantes. Il est montré clairement que la couche externe de la paroi cellulaire peut, a tout
moment, se composer, au moins, de 20 glycoprotéines différentes et que la composition de
cette couche peut varier selon les conditions de croissance (Cunningham et al. 2004), (Klis et
al. 2005), (Itoh et al. 1997), (Dekker et al. 2005). Ceci donne a la cellule la possibilité d’avoir
une large variété de nouvelles fonctions. Les protéines de paroi cellulaire permettent aux
cellules de floculer, de reconnaitre d’autres cellules et de former un biofilm; elles sont,
également, exigées pour la croissance dans des conditions anaérobiques (Lowny et al 2001),
(Moreau-Vauzelle et al 2004), (Kobayashi et al. 1999). Les protéines de la paroi cellulaire
peuvent, aussi, fortement affecter ’hydrophobicité des cellules, ce qui est important pour
I'adhésion au polystyrene et a d'autres surfaces abiotiques (Kjine et al 1996). De plus,
quelques protéines de la paroi cellulaire semblent étre spécifiquement impliquées dans la
réparation de paroi cellulaire. Par exemple, les parois cellulaires de Candida albicans
contiennent Sod4 et Sod5, les superoxydes dismutases avec GPI-modifiées, qui la protégent en

présence d’un stress oxydatif.
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En conclusion, la paroi protege la cellule contre les attaques physiques et chimiques et a

une fonction majeure dans la morphogenése.

1.2. Chez le modeéle Saccaromycétes cerevisiae

La paroi cellulaire de la levure assure le maintien de la forme et I'intégrité cellulaire. Elle
constitue entre 20 a 25 % de la masse séche de la cellule. C'est une structure dynamique
puisqu'elle est remodelée au cours des divisions cellulaires, de la croissance des cellules ainsi
que, par exemple, en réponse aux agressions environnementales. Elle est constituée de
proportions variables de polysaccharides et de protéines glycosylées (Nguyen et al 1998) :
Glucanes, 50-60% (unité de glucose liées a 80% en B(1,3) et a 20% en B(1,6)) ;
Mannoprotéines, 40-50% (Protéines glycosylées portant des chalnes de mannoses liées en
a(1,2), a(1,3), a(1,6)) et Chitine 1-3 % (Unités N- acétylglucosamine liées en (1,4) ) (Fleet,
1991), (Dallies et al. 1998) (Figure 3).

Les analyses de la paroi cellulaire par microscopie électronique ont révélé plusieurs
couches. On observe une couche interne transparente et amorphe, considérée comme une
couche squelettique et une couche externe, dense, constituée des fibrilles perpendiculaires a la
surface, constitué de protéines liées par des liaisons covalentes avec la couche interne (Osumi

M., 1998).

1.3. Chez les champignons

La paroi est une structure spécifique de cellule fongique et est trés différente de la paroi des
cellules végétales, composées fondamentalement de cellulose et de pectine. En effet, la
cellulose ajoute de la rigidité aux parois cellulaires des plantes, alors que la chitine renforce
celles des champignons. La paroi fongique est composée principalement de polysaccharides
tels que la chitine, de 3-1,3-D-glucane et de £3-1,6-D-glucane, de mannane et de protéines
(Davide, 2004). Tous ces composants sont associés entre eux en donnant lieu a une structure
rigide, décrite dans la figure 4.

La paroi cellulaire fongique ressemble a celle de la levure Par ailleurs, les proportions des

constituants sont relativement différentes (Tableau 2, Bowman et Free, 2006).

Organismes Constituants
Chitine Glucane| f-1,3-glucane| f-1,6-glucane| Protéine
Levure 1-3% 50-60% 80% 20% 30-50%
Champignon 10-20% 50-60% 90% 10% 20-30%

Tableau 2 : Pourcentage des concentrations des constituants de la paroi cellulaire chez la levure et chez les

champignons

De plus, les recherches sur la composition des glucanes chez S. cerevisiae et C. albicans

montrent que la paroi cellulaire des levures contiennent du (-1,3- and beta-1,6-glucanes






(Silverman et al 1988). Par contre, la paroi cellulaire de la plupart des champignons, comme .
crassa, A. fumigatus, ne contiennent pas de beta-1,6-glucanes (Borkovich et al 2004).

Du fait de sa localisation a I'extérieur de la cellule, la paroi est le premier lieu d'interaction
avec le milieu extérieur, en jouant un roéle tres important dans le développement de I'action
pathogéne des champignons (Chaffin WL, et al 1998), (Nimrichter L., et al 2005). Quelques
composants de la paroi sont tres immunogéniques et stimulent un grand nombre de réponses
cellulaires et humorales pendant l'infection. Les composants de la paroi cellulaire comme les
3-glucanes et les mannones, ainsi que les anticorps dirigés contre la paroi cellulaire sont utile
pour établir un diagnostic chez les patients ayant une infection fongique (Pazos et al 2006).
D’autres composants comme les mannones et les mannoprotéines sont des puissants
immunomodulateurs (Heitman, 2005).

En effet, les champignons sont trés divers, avec des espéces unicellulaires, comme les
levures et/ou hyphale produisant des spores et divers autres structures associées a la
reproduction. Dans chaque cas, la forme et l'intégrité du champignon dépendent de la force
mécanique de la paroi cellulaire, qui joue de multiples roles essentiels pendant I'interaction du
champignon avec son environnement (Gooday, 1995) ou son hoéte pour les champignons
symbiotiques ou pathogénes. Outre ces importantes fonctions, décrites au début du chapitre,
elle constitue le lieu d'interaction avec le milieu externe, en localisant en elle les adhésines et
un grand nombre de récepteurs membranaires, qui, aprés leur activation, suite a un stimulus
défini, entraineront une cascade complexe de signaux dans la cellule.

La dégradation de la paroi cellulaire a un effet important sur la croissance et la morphologie
du champignon, souvent le rendant susceptible a des stress causant sa lyse et sa mort. Etant
donné le role essentiel de la paroi cellulaire pour la croissance et le développement du

champignon, elle est considérée comme excellente cible pour les agents antifongiques.

1.4. Ses composants

a) Glycoprotéines : Les protéines représentent 30-50% du poids sec de la paroi
fongique chez les levures et 20-30% du poids sec de la paroi des champignons filamenteux.
La majorité des protéines associées a des glucides par des liaisons O ou N, forment les
glycoprotéines. Les protéines de la paroi ont diverses fonctions, en prenant part au
maintien de la forme cellulaire, en intervenant dans les processus d'adhésion (eg. Als et
Hwp1), en protégeant la cellule des dangers extérieurs, prenant part a l'absorption de
molécules, transmettant des signaux au cytoplasme et en synthétisant et en remodelant les
composants de la paroi (Bowman, 2006).

b) Chitine: La chitine est synthétisée a partir de N-acétyl glucosamine par
I'enzyme chitine synthase. Le taux de la chitine dans la paroi fongique varie selon la phase
morphologique du champignon. Il représente le 1-3% du poids sec de la paroi cellulaire des
levures tandis que chez les champignons filamenteux le taux peut s’élever jusqu'a 10-20%.

Le taux de chitine dans la paroi des hyphes chez Candida albicans est trois fois plus élevé
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que celui chez les levures (Chattaway F. W., et al 1968) tandis que le taux de la chitine
pendant les phases mycéliales de Paracoccidioides brasiliensis et Blastomyces
dermatitidisest de 25-30% moindre que celui de la phase levuriforme (Kanetsuna F., et al.
1969). Vu son importance dans la structure de la paroi, la synthese de la chitine est une
bonne cible pour I'action de composés antifongiques. Quelques agents qui interferent avec
la synthése de la chitine comme la Nikkomycine (Schluter U., Seiffert G., 1989) ou les
Polyoxines (Dehoux Baudoin Cecile, Gorrichon Liliane, 2000), ont été commercialisés.

C) Glucane : Les glucanes sont des polysaccharides de structure et forment la part
la plus importante de la paroi et représentent 50-60% du son poids sec. La majorité des
polyméres de glucane sont composés de molécules de glucose avec des liaisons £3-1,3 (65 -
90%) bien qu'il existe aussi des liaisons 3-1,6 (chez Candida mais pas chez Aspergillus), 3-
1,4, a-1,3 et a-1,4. Le $3-1,3-D-glucane est le composant structurel le plus important de la
paroi. De plus, il peut se lier de fagon covalente a d'autres composants. Les 3-1,3-D-glucanes
sont synthétisés par un complexe d’enzymes situé dans la membrane plasmique, appelées
glucane synthase. Ces enzymes catalysent la formation des chalnes linéaires de glucane
composées approximativement de 1.500 résidus de glucose liés par des liaisons 13-1,3. Dans
ces chalnes, chaque 40-50 résidu de glucose sont liés de nouvelles unités de glucose par des
liaisons 3-1,6 pour donner lieu a une structure ramifiée. Ces ramifications peuvent étre
liées a d’autres glucanes, chitines ou mannoprotéines, conférant, a la paroi, une grande

résistance mécanique essentielle pour maintenir I'intégrité cellulaire.

Les génes qui codent pour le complexe de la £3-1,3-D-glucane synthase ont été initialement
identifiés chez Saccharomyces cerevisiae: FKS1 (Douglas et al. 1994) et FKSZ (Qadota et al.
1996). Actuellement, les orthologues de ces génes chez Candida, Aspergillus, Cryptococcus,
M.grisea, B.cinerea et Pneumocystis, etc. ont été identifiés. FKS7 code une protéine de la
membrane cytoplasmique de 215 kDa qui est la sous-unité principale de la glucane synthase.
La délétion des génes FKSI ou FSKZ produit des mutants avec une croissance lente et une
paroi défectueuse (Mazur et al 1995). De plus, la délétion des deux génes est 1étale (Beauvais
et al.2000).

L'activité de la £3-1,3-D-glucane synthase (Figure 5) est régulée par le cycle cellulaire et est
sous le contrdle du géne RHO1, qui interagit non seulement avec les protéines Fks mais avec la
protéine kinase C, un contrdleur de la cascade MAP (Mitogen Activated Protein). Rhol est
activé par les protéines Rom1l et Rom2 et ce dernier est, a son tour, activé par les
glycoprotéines de la paroi cellulaire Wscl et Mid2. La délétion du gene Rhol est 1étale (David
W Denning, 2003).
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2. Voies de signalisation utilisant des MAP kinases

2.1. Introduction

Les MAP-kinases sont des kinases qui catalysent la phosphorylation des protéines MAP. On
les désigne aussi par le sigle ERK (Extracellular signal Regulated Kinase). Les voies de
signalisation MAP kinases impliquent une série de kinases qui s’activent en cascade (Figure 6)
: la MAP-kinase est activée par une MAP-kinase-kinase, elle-méme activée par une MAP-
kinase-kinase-kinase. La MAPKKK est activée par une autre protéine kinase activée, aussi par
phosphorylation, en réponse a divers sollicitations (Maden et al. 1997). La MAPK, une fois
phosphorylée, est transférée dans le noyau pour activer les différents facteurs de transcription.
Ensuite, aprés que la cellule ait répondu au signal extracellulaire ou qu’elle se soit adaptée a la
nouvelle condition, la MAPK est inactivée par une protéine phosphatase, dans le noyau. Ainsi,
les facteurs de transcription activent leur cible dans le noyau (Levin, et al. 2002).

Ces cascades sont composées de différents modules. Tout d’abord, les protéines MAPKs
(MAPKKK, MAPKK, MAPK), qui possedent un motif conservé Thr-X-Tyr composé d’une
thréonine, d'un acide aminé qui varie selon chaque type de MAPK et d'une tyrosine (Thr-Xaa-
Tyr) dans sa boucle d’activation. L’acide aminé variable dans ce motif est essentiel car il
permet a chaque MAPK d’étre reconnue spécifiquement par sa Kinase activatrice, ce qui assure
une réponse adaptée a la stimulation extracellulaire de la part de la cellule (Robbins et al.
1993). De plus, chacune de ces MAPK est activée par une cascade de protéines kinases qui
contient au moins deux kinases en amont. Ces dernieres doivent phosphoryler la tyrosine et la
thréonine de chaque MAPK pour que cette derniere deviennent totalement activée.

La spécificité de l'interaction entre les partenaires se fait, au moins en partie, via la
reconnaissance entre les structures tertiaires des protéines. Il apparait aussi clairement que
I'activité de ces protéines est liée a leur degré de phosphorylation. Ainsi, il a été démontré que
pour les MAPK de mammiferes deux sites de phosphorylation sont présents (un résidu
thréonine et un résidu tyrosine) et seulement la double phosphorylation de la protéine méne a
une activation compléte et efficace (Anderson et al. 1990). De maniere analogue, les MAPKK
requierent une double phosphorylation sur deux résidus serines ou un résidu serine et un
résidu thréonine pour étre actives et phosphoryler la MAPK en aval de la cascade (Huang et
Erikson, 1994). L'activation de la MAPKKK semble étre plus complexe en raison de la diversité
des signaux et des différents effecteurs (protéines G couplées a un récepteur membranaire,
phospho-relais, senseur membranaire, protéine kinase...) menant a l'activation de la cascade.
De plus, certaines MAPKKK peuvent former des oligoméres et s'auto-phosphoryler (Tobiume
etal 2002).

Chaque MAPK activée va phosphoryler a son tour de nombreux substrats (facteurs de
transcription, diverses protéines kinases, des phospholipases et différentes protéines
associées au cytosquelette) qui seront nécessaires pour que la cellule réagisse efficacement

aux contraintes de son environnement (Payne et al 1991).
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2.1.1.Phosphorylation, modification permettant une signalisation

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle des protéines qui intervient
dans un tres grand nombre de processus cellulaires (différenciation, division, prolifération,
apoptose, etc.) et en particulier dans les mécanismes de signalisation. Le processus de
phosphorylation est connu depuis plus d'un siécle (Levene et Alsberg, 1906)suivi de la mise en
évidence d'une phosphosérine dans la vitelline(Lipmann et Levene, 1932) puis de la premiere
description de la phosphorylation d'une protéine (Burnett G. et Kennedy E.P, 1954). La
phosphorylation induit des modifications fonctionnelles tres importantes de la protéine cible,
comme, 'amplification ou inhibition de l'activité enzymatique, le changement de localisation
cellulaire et le changement de structure qui permettent 1'association avec d'autres protéines.

La réaction phosphorylation est l'estérification de la chaine latérale de la sérine, de la
thréonine ou de la tyrosine (chez les eucaryotes), par addition d'un ou plusieurs
groupement(s) phosphate (Figure 7).

La phosphorylation est le plus souvent transitoire. Le ou les groupement(s) ajoutés sont
ensuite clivés : la déphosphorylation est catalysée par les protéines phosphatases. La plupart
des protéines kinases ont une phosphatase qui leur est associée. Ainsi, la phosphorylation -
déphosphorylation est un moyen de contréler finement le flux d'une voie métabolique ou une

signalisation.

2.1.2. Détection des signaux

Les premiers éléments de la cascade de signalisation sont les récepteurs associés a la
membrane plasmique (Gray et al 1997 ; Verna et al. 1997). En effet, 'activation de la protéine
kinase est transmise par ces récepteurs de la membrane plasmique. Par exemple, I'activation
de la voie de signalisation MAPK dépendante de Pkcl, la protéine kinase C, chez S. cerevisiae
(Figure 8), intervient suite a des stress pariétaux, des stress thermiques, des mutations de
génes structuraux/régulateurs de la paroi ainsi que par des agents perturbant I'assemblage de
la paroi (Martin et al. 2000). L’activation de la voie de la Pkc1 est transmise par les récepteurs
de la membrane plasmique Hsc77/Slgl/Wsc2, Wsc2, Wsc3, Mid2 et Cwh43 (Martin-Yken et al.
2001). Ils interagissent avec Rom2 pour transmettre le signal a Rhol, une petite protéine
extrémement conservée fixant le GTP, qui active directement Pkcl (Philip et Levin, 2001;
Nonaka et al 1995 ; Kamada et al. 1996).

Les cascades de MAPK contrélent les facteurs de transcription a différents niveaux par
phosphorylation. Ils ont des cibles des protéines co-régulées (John W. Edmunds and Louis,
2004). D’apres les données, les facteurs de transcription cibles peuvent jouer le role d’'une
ancre nucléaire pour leur MAPK correspondant en réalisant une interaction stable avec elles.
Par exemple; chez S. cerevisiae,1a MAPK Hogl et le facteur de transcription Hot1 interagissent
physiquement (Marijn et al. 1999), (Figure 9). En effet, la MAPK Hogl, phosphorylé par la

MAPKK Pbs1 est transférée dans le noyau griace a Gspl, une protéine impliquée dans



Recepte
Pression
Osmotique Sinlp MAPKKK ~ MAPKK  MAPK
Ypdip ATPADP ATPADP ATPADP

"Ftre

Memrne plnsm-

Production
de Glycérol

Figure 9: Représentation de la cascade de signalisation HOGaxtharomyces cerevisiae. Deux sous cascades
distinctes (initiées par les protéines Shol et SInl) permettent d’activer successivement les MAPKKK, les MAPKK
et finalement Hogl, la MAP Kinase qui est transférée dans le noyau, par Gspl, ou elle initie la transcription d’'un
grand nombre de génes, dont Hotl (Pascal Hegsah,2008)

G-protein
Coupled Cytokines
Growth Receptors
Factors .
.
P
. L]
— + Growth and
; proliferation
<
/_'/ —+ + Tumourigenesis
/ J‘ uz» ERK1/2 W Cell survival
.\ =+ Differentation
\\ —p Devehpment
\\\ 00 Nucleus

{ Extracellular Matrix

Figure 10: Les divers signaux extracellulaires stimulent la cascade de Ras/Raf/MEK/ERK chez les

mammiféres et chacune peut obtenir des résultats cellulaires distincts



I'importation dans le noyau de protéine possédant un signal de localisation nucléaire (Oki et al
1998). Du noyau, Hog1 phosphorylé induit différentes réponses dont Hot1 (Reiser et al 1999).
Ainsi, Hot1l ancre Hogl aux genes spécifiques pour l'activation de la transcription suite a une
réponse de stress osmotique (Alepuz et al 2003).

Les MAPKs peuvent reconnaitre et se lier a des cibles de facteurs de transcription par le
domaine de liaison, qu’'on peut nommer « docking site », une région de résidus basiques suivie
d’un motif LXL et d’'une région hydrophobique (Takuji, et al. 2002), (Andrew D. et al. 2000).
Les interactions des docking sites avec le motif de MAPKSs correspondant peuvent produire un
recrutement de MAPK stable et spécifique (G.S. May, et al. 2005). Le processus d’activation est
bien défini : une fois activée, MAPKKK phosphoryle une sérine et/ou une thréonine du
domaine N-terminal de la MAPKK qui va phosphoryler, par la suite, la MAPK par un résidu
thréonine et/ou tyrosine. Une fois que ces deux acides aminés sont phosphorylés, la MAPK est
activée. Cette organisation ne permet pas seulement 'amplification du signal, mais aussi, de
facon plus importante, fournit des interfaces régulées supplémentaires donnant une cinétique,
une durée et une amplitude précises a l'activité (Tibbles, et al 1999) , (Kyrikais, et al. 1999),
(Robinson, M. ]. et Cobb, M. H. 1997). L’inactivation des MAPKs est bien connue aussi : I'activité
des MAPKs est négativement régulée par des protéines phosphatases qui enlévent le
phosphate des résidus thréonine et tyrosine de la boucle d’activation des MAPKs. En dépit des
progres, dans la compréhension de la cascade de MAPK, une des questions, qui demeure mal
comprise, est comment un stimulus particulier obtient la réponse correcte. Ce sujet, nommé
spécificité de MAPK, semble remarquable quand on considére la gamme de réponses
cellulaires fort diverses induites, par plusieurs activateurs, activé par une seule voie de MAPK
(Figure 10). Les changements spatiaux et temporels du signal de MAPK influencent la réponse
cellulaire due a un stimulus spécifique et sont d'intérét particulier en considérant la spécificité
de MAPK.

En effet, les cellules ont développé une classe des protéines, nommée échafaudages
(scaffold) ou protéines d'adaptateur, qui participent a la régulation spatiale et temporelle de la
voie de MAPK. Ces protéines se lient aux composants multiples de la cascade de MAPK, les
rassemblant, et facilitant, de ce fait, la propagation efficace du signal (Figure 10). En
conséquence, les protéines d’échafaudages agissent en tant que modules de signal, fournissant
un niveau complexe de contréle de la signalisation de MAPK. A l'origine identifié chez la levure
(Elion, 2001), plusieurs protéines d’échafaudages, qui modulent I'activité de MAPK des cellules
de mammiféres, ont été identifiées (Sacks, 2006).

Les protéines d’échafaudages fournissent un mécanisme par lequel la signalisation spatio-
temporelle de MAPK est régulée. Cependant, les protéines d’échafaudages ont d’autres roles
additionnels par lesquels elles peuvent contréler la signalisation de MAPK. En effet, elles
peuvent fournir des mécanismes de normalisation positifs et négatifs (Garrington et Johnson,
1999). En assemblant différents composants de la cascade de MAPK, les protéines

d’échafaudages facilitent leurs interactions et la propagation du signal. Cependant, les
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Figure 11: Les protéines d’échafaudages. A : sous sa forme monomérique, Ste5 lie Stell, Ste7
et Fus3, lors de la liaison a la protéine G, Stell est accessible a la kinase Ste20, et la
transmission du signal est favorisée par le rapprochement stérique de Ste7 et Fus3. B : modele

basé sur la formation d’un dimére Ste5 (Settal. 2000)



protéines d’échafaudages spécifiques permettent la mise en place d’'un complexe multi-
protéique au sein de la cascade afin de canaliser le signal vers une seule voie. Ces complexes
pourraient se lier spécifiquement avec des récepteurs membranaires pour transmettre le
signal. En conséquence, elles activent, préférentiellement, les cascades spécifiques, tout en
simultanément, empéchant d'autres signaux de se mettre en place. Cette hypothése est
appuyée d’'une part par le fait qu’elle rend compte de l'utilisation multiple d'une MAPK pour
différents processus cellulaires et d’autre part par l'identification chez S. cerevisiae de la
protéine Ste5 qui, par test double-hybride, interagit avec différents partenaires de la voie
(Printen et Sprague, 1994). Ste5 recrute différents partenaires de la cascade afin former un
complexe multi-protéique. Elle est requise pour ancrer le complexe au récepteur, a la protéine
G ou au composant du signal situé a la membrane plasmique. Ste5 se lie par I'intermédiaire de
sites de liaison distincts aux trois kinases de la cascade (Stel1/Ste7/Fus3), et a la protéine G
(Figure 11).

La protéine Ste5 est nécessaire au processus de conjugaison (Choi et al 1994). Comme
Fus3 la protéine Ste5 n’est produite que dans les cellules haploides. Ceci correspond bien au
fait que Ste5 est spécifique de la conjugaison et ne doit donc s'exprimer que dans les cellules
haploides qui vont fusionner. En plus de sa fonction de protéine d’échafaudage, Ste5 aurait un
réle direct dans l'activation de la MAPKKK et la phosphorylation de Fus3 (Elion, 2001).
Certains auteurs emploient le terme de scaffold catalytique pour ces protéines, qui permettent
la formation d’'un complexe et accentue leur activation. Enfin, la capacité de Ste5 a se dimérizer
(Yablonski et al. 1996) et sa flexibilité moléculaire (Sette et al. 2000) font de cette protéine un
acteur essentiel de la signalisation cellulaire. Par la suite, d’autres protéines d’échafaudage ont
été identifiées chez la levure et les cellules de mammiferes (Whitmarsh et Davis, 1998). Les
travaux de plusieurs groupes de recherche pointent les interactions protéine-protéine comme
des moyens puissants de coordination des processus de signalisation. Cette coordination est
identifiée d'une maniére claire au niveau de l'assemblage de complexes protéiques sur les
récepteurs activés, ou de complexes de facteurs de transcription sur les promoteurs des génes.
Cependant, il devient apparent que cette facon de régulation est aussi largement utilisé pour le

contrdle des réseaux de signalisation intracellulaire.

2.2. Chez les mammiféres

Toutes les cellules eucaryotiques possédent de multiples voies de MAPK, qui régule
I'expression des génes, la mitose, le métabolisme, la survie, I'apoptoses et la différentiation. A
nos jours, chez les mammiferes, ont été décrits cinq modules MAP kinases qui partagent des
composantes structuralement apparentées tout en servant de médiateurs dans des réponses
biologiques spécifiques (Denhardt, D. T., 1996), (Woodgett, ]. R, et al. 1996): Extracellular
signal-Regulated KinaseS (ERKs) 1 et 2 (ERK1/2), c-JuN amino-terminal KinaseS (JNKs) 1, 2,
and 3, p38 isoformes a, 3, v, et §, ERKs 3 et 4, et ERK5. Tout derniérement, un nouveau groupe,

ERK 7/8 a été découvert (Abe M. K, et al. 2001), (Iavarone C. et al. 2006). Ainsi, méme si le role

11



Schéma Exemple

b
5i 1 ) Facteurs de crois=mnce
Rkt et de différenciation
il o Membrane

Membrane

a)

Map kinase kinase kinase

Map kinase kinase @ Cytoplasme

-
w— D
e [

cytoplasmiques

Figure 12: Les composantes kinases de base de la voie ERK/MAP kinase. a). Schéma général

d’une signalisation MAP kinase. b). la voie ERK/MAPK.



de ce dernier groupe reste inconnu pour le moment, on peut supposer qu'il existe six modules
de MAP kinases chez les mammiféres. Les groupes le plus intensivement étudiés jusqu'’ici sont

les ERK1/2, le JNKs, et les kinases p38.

En dépit d'une décennie révélant d’énormes progres dans la compréhension de 1'ensemble
des circuits de signalisation intracellulaire, la voie ERK/MAPK cache encore beaucoup de
secrets. Ceux-ci concernent principalement la régulation des composantes kinases du module,
la compréhension de I'importance, dans une réponse biologique précise, des changements
spatio-temporels de 'activité et de la distribution subcellulaire des composantes de la voie et

enfin 'orchestration de ces variations au niveau moléculaire (Lenormand, P. et a/. 2002).

a) Extracellular signal-Regulated Kinases (ERK1, ERK2); connu, également, sous le
nom de MAP kinases classique. La voie de la signalisation ERK1/2 est préférentiellement
activée en réponse aux facteurs de croissance et aux esters de phorbol (un inducteur de
tumeur), et régule la prolifération et la différentiation des cellules (Figure 12).

b) c-Jun N-terminal KinaseS (JNKs), (MAPK8, MAPK9, MAPK10) connu, également,
en tant que Stress-Activated Protein KinaseS (SAPKSs).

©) p38isoforms (MAPK11, MAPK12 (= ERK6), MAPK13, MAPK14).]NK et des voies
de la signalisation p38 sont sensibles aux stimuli de stress, tels que des cytokines,
l'irradiation ultra-violette, la chaleur et le choc osmotique. IIs sont impliqués dans la

différentiation des cellules et I'apoptoses.

d) ERK5. ERK5 (MAPK7), qui a été découvert récemment, est activé par des
facteurs de croissance et par la présence de stress, et il participe a la prolifération de
cellules.

e) ERK3/4. ERK3 (MAPK6) et ERK4 (MAPK4) sont des MAPKs structurellement

atypique possédant des motifs SEG dans la boucle d'activation et montrant des différences
importantes seulement dans la prolongation de la partie C-terminale. ERK3 et ERK4 sont
principalement des protéines cytoplasmiques qui lient, transférent et activent MK5 (PRAK,
MAP2KS5). ERK3 est instable, a la différence d'ERK4 qui est relativement stable (Kant S., et
al. 2006).

f) ERK7/8. (MAPK15) ceci est le membre le plus récemment décrit de MAPKs et
se comporte comme une MAPKs atypique. Il posséde une longue séquence C-terminale
semblable a ERK3/4 (Gabby Krens, et al 2006). Ils sont reconnus comme les nouveaux

marqueurs de diagnostic pour certains cancers (USPTO Application 20060141473).
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Figure 14: La voie MAP kinase activée par phéromone (Ashton Breitkreutz et
Mike Tyers, 2002). Les composants ascendants de la voie activent la kinase Stell,
qui active la kinase Ste7, qui active alternativement le MAPKs Fus3 et Kssl. La

protéine d'échafaudage Ste5 lie le module de MAPK aux activateurs ascendants

dans la membrane. Une fois qu'activées, la MAPK active les cibles

transcriptionelles, y compris Stel2 et ses régulateurs négatifs Digl/Rstl et
Dig2/Rst2, et les cibles cytoplasmiques, y compris Cyclin-Dépendants Kinase
(CDK) et le facteur de polarisation, Farl. Les substrats de MAPK ont divers roles,
comme linduction des genes spécifiques de l'arret de cellule-cycle et de la
polarisation. La croissance invasive est également stimulée par cette voie. Fus3
atténue probablement le flux de signal par la phosphorylation inhibitrice de
rétroaction des composants ascendants. Le rouge indique des étapes inhibitrices.

Abréviation : PRE, élément de réponse a la phéromone



2.3. Chez les champignons

2.3.1. Chez la levure S. cerevisiae

Les études faites chez la levure ont montré qu'il existe cinq (Figure 13) voies de
signalisation basées sur l'activation de cascade de MAPK, constituée de modules de trois
kinases trés conservées chez les eucaryotes (Gustin M. C, et al 1998). Ces protéines,
controdlent les voies de signalisation en désignant, selon le contexte cellulaire, la voie qui doit
étre activée. Chez la levure, et en réponse a la phéromone, la MAPKKK Ste11 active la MAPKK
Ste7, qui a son tour active les MAP kinases Kss1 et Fus3, toutes les deux participent a la
réponse de phéromone, avec Fus3? jouant le réle principal (Sabbagh, et a/ 2001). En outre,
Kss1 (Figure 14) régule I'aspect invasif filamenteux (Cook, et al 1997).

En réponse a un stress osmotique, Stell active sélectivement Pbs2, la MAPKK de la voie
Hogl (I'équivalent de la voie p38 chez les mammiféres) (Elion, 2000), (Saito, et al. 1996). En
présence d'un stress de la paroi cellulaire, la MAPKKK Bck1 active les MAPKK MKK1 et MKK2,
qui a son tour active la MAP kinase SIt2. Quel signal activerait la MAPKKK et quelle MAPKK
serait la cible de cette MAPKKK, serait déterminée par les protéines d’ancrage. En effet, dans le
cas d'une réponse a la phéromone, la protéine d’échafaudage Ste5 rapproche Stell a son
substrat Ste7, alors qu’en cas de réponse a un stress osmotique, Pbs2 crée une interaction
stable avec Stell et avec le senseur osmotique Shol, ce qui fait transmettre le signal a Hog1

(Davis, R.]., et al. 1996).

13






2.3.2. Chez les champignons filamenteux

Les études réalisées au sein du groupe SIGNALPATH nous ont aidés a souligner les
ressemblances et les différences des cascades de signalisation MAP kinase chez différents
champignons filamenteux, comparés a celles de S. cerevisiae. En utilisant les bases de données
disponibles des génomes, la conservation de trois cascades MAPK et la voix de calcium
calcineurine ont été exploré dans six espéces fongiques différentes, comme Saccharomyces
cerevisiae, Ustilago maydis, Magnaporthe grisea, Aspergillus fumigatus, Candida albicans,

Ashbya gossypii.
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Mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascades and the calcium-calcineurin pathway control funda-
mental aspects of fungal growth, development and reproduction. Core elements of these signalling path-
ways are required for virulence in a wide array of fungal pathogens of plants and mammals. In this
review, we have used the available genome databases to explore the structural conservation of three
MAPK cascades and the calcium-calcineurin pathway in ten different fungal species, including model

Ic(e{","ords" organisms, plant pathogens and human pathogens. While most known pathway components from the
IV?ACI:Em model yeast Saccharomyces cerevisiae appear to be widely conserved among taxonomically and biologi-
Signalling cally diverse fungi, some of them were found to be restricted to the Saccharomycotina. The presence of
Stress multiple pare.llogues in cgrtain species sgch.as the zygqmyc.ete Rﬁizopus oryzae and .the incorporation
Virulence of new functional domains that are lacking in S. cerevisiae signalling proteins, most likely reflect func-

tional diversification or adaptation as filamentous fungi have evolved to occupy distinct ecological niches.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Adaptation to changes in the environment is crucial for viability
of all organisms. In fungi, conserved signal transduction pathways
control fundamental aspects of growth, development and repro-
duction. Two important classes of fungal signalling pathways are
mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascades and the cal-
cium-calcineurin pathway. MAPK cascades are characterized by a
three-tiered module comprising a MAP kinase kinase kinase (MAP-
KKK), a MAP kinase kinase (MAPKK) and the MAPK which is acti-
vated by dual phosphorylation of conserved threonine and
tyrosine residues within the activation loop (Chang and Karin,
2001). The calcium-calcineurin pathway functions via the Ca?*-
binding protein calmodulin and the calmodulin-dependent ser-
ine-threonine phosphatase, calcineurin (Chin and Means, 2000).

* Corresponding author. Fax: +34 957212072.
E-mail address: ge2dipia@uco.es (A. Di Pietro).

1087-1845/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fgh.2009.01.002

There is evidence for crosstalk between the MAPK and the cal-
cium-calcineurin pathways, since the mating MAPK cascade regu-
lates certain upstream components of the calcium-calcineurin
pathway (Muller et al., 2003). Fungal MAPK and calcium signalling
cascades are triggered by an array of stimuli and target a broad
range of downstream effectors such as transcription factors,
cytoskeletal proteins, protein kinases and other enzymes, thereby
regulating processes such as the cell cycle, reproduction, morpho-
genesis and stress response (Cyert, 2003; Kraus and Heitman,
2003; Qi and Elion, 2005).

Core elements of MAPK and calcium signalling pathways are re-
quired for virulence in a wide array of fungal pathogens of plants
and mammals (Kraus and Heitman, 2003; Lee et al., 2003; Lengeler
et al., 2000; Zhao et al., 2007). Such a degree of functional conser-
vation is remarkable, considering the taxonomic and biological
diversity among these pathogens, but also raises a number of ques-
tions regarding the specific role of these pathways in fungal infec-
tion. Are virulence defects in signalling mutants simply caused by
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perturbation of general metabolic and developmental processes, or
are they related to “true” pathogenicity mechanisms that are spe-
cific for host infection? If the latter is true, what are these specific
pathogenicity functions and which are the upstream and down-
stream signalling components that regulate their activity?

The availability of complete genome sequences from an increas-
ing number of pathogenic fungi allows us to approach these ques-
tions at the genomic level. Comparative analysis of complete
genome sequences from different yeasts and fungi has provided
valuable insight into the evolution of genome organisation (Die-
trich et al., 2004; Dujon et al., 2004; Kellis et al., 2004), facilitated
the identification of regulatory sequences (Cliften et al., 2003) and
assisted genome annotation (Dujon et al., 2004). Genome se-
quences are also valuable tools for the functional analysis of pro-
teins and cellular pathways. At the protein level, comparison of
orthologous sequences allows predictions on putative functional
domains or key residues, whereas at the pathway level it provides
the opportunity to assess the level of evolutionary conservation of
specific pathways and to generate new hypotheses for their func-
tional analysis.

In this review, we have explored the structural conservation of
MAPK cascades and the calcium-calcineurin pathway in ten differ-
ent fungi, including the model organisms Saccharomyces cerevisiae,
Ashbya gossypii, Neurospora crassa and Schizosaccharomyces pombe,
as well as three plant pathogens, Fusarium graminearum, Magna-
porthe grisea and Ustilago maydis, the two human pathogens Asper-
gillus fumigatus, Candida albicans, and the opportunistic pathogen
Rhizopus oryzae. The study included four species of filamentous
ascomycetes from the subphylum Pezizomycotina (euascomycetes),
one from the subphylum Taphrinomycotina (archiascomycetes) and
three from the subphylum Saccharomycotina, as well as one basid-
iomycete (U. maydis) and one zygomycete (R. oryzae), thus covering
a broad taxonomic range separated by nearly a billion years of evo-
lution. The analysis addresses the conservation of signalling com-
ponents beyond the core pathway modules, as well as the
existence of paralogues in different organisms and the degree of
sequence conservation among the components. Besides compari-
son of primary sequence, analysis of domain composition and pre-
dicted protein size was carried out to assess the quality of
annotation in the genome databases.

2. Results
2.1. Pathway components included in the analysis

The following signalling pathways were included in the analy-
sis: the Fus3 and Kss1 mating/filamentation MAPK cascade, the
Mpk1 cell integrity MAPK cascade, the osmostress Hogl MAPK cas-
cade, and the calcium-calcineurin pathway. Database resources
and bioinformatic analysis tools used in this study are indicated
in Supplementary Table 1. Whenever possible, sequences were re-
trieved by BLAST (Altschul et al., 1997), using the S. cerevisiae se-
quence for query. Where blast searches with the S. cerevisiae
sequence failed to retrieve a hit in a given species, orthologues
from another species included in the analysis were used for blast
analysis. Candidate genes were systematically validated by reci-
procal blast, and only those that identified the original protein
when used in a blast search of the S. cerevisiae genome were con-
sidered for further analysis. Multiple alignments, as well as calcu-
lations of identity scores, were performed with ClustalW at default
settings. Validated candidate sequences were examined for poten-
tial annotation errors, and if required the annotation was corrected
using the prediction software outlined in Supplementary Table 1.
For several signalling components, orthologues from the basidio-
mycete human pathogen Cryptococcus neoformans were included
in the analysis to confirm and extend results obtained in U. maydis.

Fig. 1 presents a schematic overview of the signalling pathways
and their components in S. cerevisiae. Table 1 shows the number of
orthologues for each component identified in the different fungal
species. Identity scores of the S. cerevisiae protein with the closest
orthologue of each species are provided in Supplementary Table 2.
For a number of pathway components, reliable orthologues could
not be detected in certain species, either because sequence conser-
vation was too low or because they apparently do not exist. In the
following sections, the results of the analysis are summarized for
each of the pathways studied.

2.2. The Fus3 and Kss1 MAPK pathways

The Fus3 MAPK cascade mating pathway in S. cerevisiae has
been characterized in detail (Elion, 2000; Gustin et al., 1998; Kur-
jan, 1993; Wang and Dohlman, 2004). Signalling is initiated when
pheromone binds to the cognate cell surface receptors Ste2 or Ste3.
Orthologues of Ste2 and Ste3 were identified in all ascomycetes
tested in the study, including putative asexual species. Structural
domains, such as the seven transmembrane regions, were well
conserved although there were considerable variations in protein
size. As reported previously (Bolker et al., 1992), the basidiomycete
U. maydis has no Ste2 orthologues, but instead has two Ste3 ortho-
logues, Pral and Pra2, reflecting the fact that basidiomycetes only
have type a, but not type o pheromones. Analysis in C. neoformans
provided similar results, suggesting that the duplication of Ste3-
like receptors occurred early in the basidiomycete clade. Neither
Ste2 or Ste3 orthologues could be detected in the zygomycete R.
oryzae. While this may be due to low sequence homology, an alter-
native explanation is that this type of receptors is not present in
the zygomycetes, which employ a structurally distinct type of
pheromones, trisporic acid derivatives, for sexual reproduction
(Schimek and Wostemeyer, 2006).

Once pheromone binds to its cognate receptor, it triggers disso-
ciation of the G protein o subunit Gpal from the G protein By sub-
units Ste4 and Ste18. Fungal Go proteins are divided into three
groups according to their structure. S. cerevisiae Gpal and its ortho-
logues in filamentous fungi belong to class I whereas Gpa2 belongs
to class III (Li et al., 2007). In contrast, the two Ga proteins in S.
pombe, Gpal and Gpa2, belong to classes II and III, respectively.
Due to its close homology with S. cerevisiae Gpal, S. pombe Gpal
was nevertheless included in the analysis. Gpal orthologues from
Saccharomycotina contain a region of approximately 100 amino
acids which is absent in the rest of the fungal species studied. All
Gpal orthologues are predicted to be prenylated on the N-terminal
cysteine residue and myristoylated on an N-terminal glycine resi-
due required for the lipid-anchor to the plasma membrane.

According to a recent study, R. oryzae has four class I Go pro-
teins, RO3G_01120, RO3G_09475, RO3G_0005 and RO3G_00875
(Li et al, 2007). We detected a new member of class I,
RO3G_06003, whose original predicted sequence lacked the char-
acteristic N-terminal region of Go proteins. The sequence annota-
tion was manually corrected using Fgenesh+ to include the
sequence of a predicted overlapping EST, resulting in a predicted
polypeptide of 353 amino acids containing all typical features of
Go proteins. In contrast, RO3G_00875 was found to be closer to
S. cerevisiae Gpa2 and was therefore excluded from this analysis.
We also identified new class II and class Il Go proteins
RO3G_16598 and RO3G_15639, respectively, both of which had
not been described previously.

The heterotrimeric By subunits Ste4 and Ste18 dissociate from
Go to transmit the signal to the downstream pathway components
(Wang and Dohlman, 2004). Only one orthologue of Ste4 and Ste18
was detected in most fungal species, except for R. oryzae, in which
four orthologues of each subunit were identified (Table 1). For two
putative GB subunits, RO3G_06062 and RO3G_08023, the pre-
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Fig. 1. Schematic view of signalling components included in the study. Colors indicate different degrees of conservation among the fungal species Saccharomyces cerevisiae,
Ashbya gossypii and Candida albicans (hemiascomycetes), Schizosaccharomyces pombe (archiascomycetes), Aspergillus fumigatus, Fusarium graminearum, Magnaporthe grisea and
Neurospora crassa (euascomycetes), Rhizopus oryzae (zygomycetes) and Ustilago maydis (basidiomycetes): blue, components detected in all species studied; green, all except
zygomycetes; orange, all except basidiomycetes; cyan, all except zygomycetes and archiascomycetes; pink, all except zygomycetes, basidiomycetes and archiascomycetes;
red, all except euascomycetes; purple, only ascomycetes; yellow: only hemiascomycetes.

dicted sequence in the database lacked the first exon and was cor-
rected manually. Similar to Go proteins, GB subunits from the Sac-
charomycotina differ from those of filamentous fungi in size, due to
the presence of additional regions throughout the length of the
protein. All Ste18 orthologues contain a predicted prenylation site
for lipid-anchoring to the membrane. No clear Ste18 orthologue
was found in S. pombe, although its annotated genome contains a
predicted G protein gamma subunit, Git11, which was included
in the analysis.

Downstream of the By subunits, the signal is transmitted to the
guanine nucleotide exchange factor Cdc24 which activates the G
protein Cdc42. Both proteins have one clear, and highly conserved
orthologue in all fungal species, except for R. oryzae which contains
two orthologues of each component. Cdc42 activates the PAK-like
protein kinase Ste20 and the adaptor protein Ste50, which cooper-
ate in activating the downstream MAPK module. Ste20 orthologues
display considerable divergence in size between species. The pre-
dicted S. pombe and R. oryzae proteins are about 300 amino acids
shorter than S. cerevisiae Ste20, whereas the orthologues from M.
grisea, F. graminearum, A. fumigatus and U. maydis are approxi-
mately 100 residues longer, and that of C. albicans is 200 amino
acids longer than the S. cerevisiae protein. The Ste20 orthologue
Smul from U. maydis which contains a N-terminal Cdc42-binding
domain and a C-terminal kinase domain, was previously found to
be non-essential for mating and plant infection (Smith et al., 2004).

Orthologues of S. cerevisiae Ste50 were detected in all fungal
species studied except for R. oryzae. Ste50 is an adaptor that links
G protein-associated Cdc42-Ste20 complex to the MAPKKK Ste11
through the presence of a Sterile Alpha Motif (SAM) and a Ras
Association (RA) domain (Wu et al., 1999). The SAM domain of
the M. grisea orthologue Mst50 was previously shown to be essen-

tial for its interaction with Mst11 and for appressorium formation
(Zhao et al., 2005). Interestingly, Ste50 orthologues of the basidio-
mycetes U. maydis (Ubc2) and C. neoformans are approximately
double in size and contain a Src Homology 3 (SH3) domain which
is lacking in the ascomycete Ste50 proteins. Deletion of the U. may-
dis orthologue Ubc2 was found to impair pheromone responses
and virulence. Interestingly, the SH3 domains of Ubc2 were appar-
ently not involved in morphogenesis, but clearly required for path-
ogenicity, suggesting that they are required for some, but not all
signalling outputs of the pathway (Mayorga and Gold, 2001).

Bem1 is a SH3-domain protein that links the Ste5-MAPK cas-
cade complex to upstream activators and specific downstream
substrates, thus enabling efficient circuitry for G1 arrest and mat-
ing (Lyons et al., 1996). Bem1 orthologues are well conserved in
the fungal species studied. R. oryzae has two Bem1 orthologues,
one of which (RO3G_02285) contains a Rho-GDI domain that is
lacking in the other Bem1 proteins. On the other hand, a conserved
PB1 domain associated with heterodimer formation is lacking in
the Bem1 orthologues of C. albicans, R. oryzae and U. maydis.

The MAPK module of the S. cerevisiae pheromone response
pathway is composed of MAPKKK Ste11, MAPKK Ste7 and MAPK
Fus3 (Wang and Dohlman, 2004). Stell functions in the Fus3
and Kss1 cascade, as well as in the Hog1 pathway by phosphorylat-
ing MAPKKs Ste7 and Pbs2, respectively. It contains a sterile alpha
motif (SAM) domain involved in interaction with Ste50 (Grimshaw
et al., 2004), which is conserved in all fungal orthologues except
that of A. gossypii. In addition, Ste11 proteins from F. graminearum,
M. grisea, N. crassa and R. oryzae contain a Ras association (RA) do-
main which is lacking in the other Ste11 orthologues. In S. cerevisi-
ae, the RA domain of Ste50, an interaction partner of Stell, is
essential for tethering Stell to the plasma membrane through






Table 1
Signalling pathway components included in the study and number of orthologues identified in different fungal species.
Protein  Function Saccharomyces Ashbya Candida Schizosaccharomyces  Aspergillus Fusarium Magnaporthe  Neurosapora  Rhizopus Ustilago
cerevisiae gossypii albicans pombe fumigatus graminearum grisea crassa oryzae maydis
Fus3 and Kss1 MAPK pathway
Ste2 a-Factor pheromone receptor 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
Ste3 a-Factor receptor 1 1 1 1 1 1 1 1 0 2
Gpal Guanine nucleotide-binding protein o subunit 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1
Ste4 Guanine nucleotide-binding protein f subunit 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1
Ste18 Guanine nucleotide-binding protein y subunit 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1
Cdc24 Guanine nucleotide exchange factor 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
Cdc42 Small rho-like GTPase 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
Bem1 SH3-domain protein 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
Ras2 GTP-binding protein 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ste20 PAK (p21-activated kinase) 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
Ste50 Protein kinase regulator 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
Stell MAP kinase kinase kinase 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ste7 MAP kinase kinase 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ste5 Pheromone-response scaffold protein 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Fus3/ MAP Kinase 2 2 2 1 1 1 1 1 2 2
Kss1*
Ste12 Transcription factor 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0
Bnil Formin 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Tecl TEA/ATTS DNA-binding domain transcription 1 1 1 0 1 0 0 0 2 1
factor
Sst2 Regulator of G protein signalling 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
Far1l Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1
Msg5/ MAPK phosphatase 2 1 1 1 1 1 0 1 2 2
Sdp1?
Digl Regulatory protein 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Dig2 Regulatory protein 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ptp2/3*  Tyrosine-protein phosphatase 3 2 2 2 2 1 1 1 1 2 1
Hog1 MAPK pathway
Msb2/ Mucin family member 2 2 1 0 1 1 1 1 0 1
Hkr1?
Shol Transmembrane osmosensor 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1
Sin1 Osmosensing histidine protein kinase 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0
Ypd1 Phosphorelay intermediate protein 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Cdc42 Small rho-like GTPase 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
Ste20 PAK (p21-activated kinase) 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
Cla4 PAK (p21-activated kinase) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ssk1 Cytoplasmic response regulator 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ste50 Protein kinase regulator 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
Stell MAP kinase kinase kinase 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ssk2/22* MAP kinase kinase kinase 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1
Pbs2 MAP kinase kinase 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Hog1 MAP kinase 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1
Rck1/2*  Serine-threonine protein kinase 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1
Skol Basic leucine zipper (bZIP) transcription factor 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Msn2/4*  Zinc finger transcription factor 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Hot1 Transcription factor 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Smp1/ MADS-box transcription factor 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1
RIm1?
Mcm1 MADS-box transcription factor 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
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Ptcl Protein phosphatase 2C homolog 1 1
Ptc2/3*  Protein phosphatase 2C homolog 2 2
Mpk1 MAPK pathway
Wscl Plasma membrane sensor 1
Wsc2/3* Plasma membrane sensor 2
Mid2/ Plasma membrane sensor 2
Mtl1”
Zeol Peripheral membrane protein 1
Rom1/2* Guanine nucleotide exchange factor 2
Tus1 Guanine nucleotide exchange factor 1
Sac7 GTPase activating protein 1
Bem2 GTPase activating protein 1
Rho1 GTP-binding protein 1
Pkc1 Protein kinase C 1
Sit4 Type 2A-related serine-threonine phosphatase 1
Bck1 MAP kinase kinase kinase 1
Bck2 MAP kinase kinase kinase 1
Mkk1/2* MAP kinase kinase 2
Mpk1 MAP kinase 1
Swid/ DNA-binding component of the SBF complex 2
Mbp1?
Swi6 Transcription cofactor 1
Smp1/ MADS-box transcription factor 2
RIm1*
Fks2 Catalytic subunit of B-1,3-glucan synthase 1
Pst1 Cell wall protein 1
Ppz1/2*  Protein Phosphatase Z 2
Pir3 Protein containing internal repeats 1
Msg5/ MAPK phosphatase 2
Sdp1*
Ptp2/3*  Tyrosine-protein phosphatase 3 2
Ca**-calmodulin-calcineurin pathway
Cch1 Probable calcium-channel protein 1
Mid1 Putative stretch-activated Ca*" channel 1
component
Figl Integral membrane protein required for efficient1
mating
Cmd1 Calmodulin 1
Cnal/ Calcineurin subunit A 2
Cmp2?
Cnb1 Calcineurin subunit B 1
Pmc1 Calcium-transporting ATPase 2 1
Pmrl Calcium-transporting ATPase 1 1
Vex1 Vacuolar calcium ion transporter 1
Yvel Vacuolar cation channel 1
Fprl Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1
Cprl Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1
Renl Calcineurin inhibitor 1
Crzl Transcriptional regulator 1
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association of Ste50 with Cdc42 (Truckses et al., 2006). The pres-
ence of a RA domain in Ste11 in filamentous species suggests, that
the MAPKKK in these fungi could localize to the plasma membrane
by directly binding Cdc42. Orthologues of the MAPKK Ste7 were
detected in all species. Fuz7 and Mst7 were previously shown to
be required for mating and virulence in U. maydis (Banuett and
Herskowitz, 1994) and M. grisea (Zhao et al., 2005).

In S. cerevisiae, two MAPKs regulate distinct signalling outputs
downstream of Ste7. One of them, Fus3, is essential for mating,
whereas the other, Kss1, controls invasive growth and pseudohy-
phal development (Madhani et al., 1997). In contrast to Fus3,
Kss1 can also be activated by Ste7 that is not bound to the Ste5
scaffold (Elion, 1998). Fus3 and Kss1 orthologues play crucial roles
during infection in many plant pathogenic fungi including the
three phytopathogens surveyed in this study, M. grisea (Xu and
Hamer, 1996), F. graminearum (Jenczmionka et al., 2003) and U.
maydis (Brachmann et al., 2003; Mayorga and Gold, 1999; Muller
et al., 1999). Several species analyzed here have two orthologues
of Fus3 and Kss1, including the close relative of S. cerevisiae, A. gos-
sypii. In C. albicans, one of the two MAPKs, Cek2, clusters close to
the Saccharomycotina sequences whereas the second MAPK, Cek1,
which is involved in yeast-hyphal switching, mating efficiency
and virulence (Csank et al., 1998; Chen et al., 2002), is more closely
related to MAPK orthologues from filamentous Ascomycetes. In U.
maydis, Kpp2 (Ubc3) and Kpp6 are two orthologues with overlap-
ping functions in mating and plant infection, but Kpp6, which con-
tains an unusual N-terminal domain, appears to be more specific
for host penetration (Brachmann et al., 2003). The zygomycete R.
oryzae also has two orthologues of Fus3 and Kss1 whose functions
remain to be determined.

The scaffold protein Ste5 plays an essential role in S. cerevisiae
pheromone signalling by recruiting the Ste11-Ste7-Fus3 complex
to the plasma membrane (Pryciak and Huntress, 1998) and stimu-
lating phosphorelay by proximity effects, oligomerization, and
conformational changes (Qi and Elion, 2005). Our analysis failed
to detect Ste5 orthologues in any of the fungal species studied ex-
cept A. gossypii. It is possible that other, hitherto unknown, signal-
ling components may carry out the scaffold function in this MAPK
pathway.

Phosphorylated Fus3 in S. cerevisiae activates downstream
effectors such as Ste12, Far1l or Sst2, leading to cell cycle arrest,
polarized growth and formation of specialized fusion tubes called
shmoos (Elion et al., 1993). Ste12 is a key transcription factor
downstream of the pheromone-response cascade, which binds to
pheromone response elements (PREs) in the upstream activating
sequences of its target genes and, in cooperation with Tec1, also
regulates genes involved in invasive growth (Madhani and Fink,
1997). A single Ste12 orthologue was detected in all fungal species
examined, except S. pombe and U. maydis. Lack of Ste12 in U. may-
dis appears to be characteristic for this species rather than for the
basidiomycete group, since C. neoformans does contain mating
type-specific Ste12 orthologues (Wickes et al., 1997). In addition
to the characteristic Ste-like homeodomain in the N-terminal re-
gion of the protein, Ste12 orthologues from filamentous fungi con-
tain two C-terminal CoH, zinc finger motifs which are lacking in
the Saccharomycotina (Fig. 2A). The role of the zinc finger domain
in Ste12 function is poorly understood. In M. grisea, both the Ste-
like region and the zinc finger region of Mst12 were required for
invasive growth and virulence on rice plants (Park et al., 2004).

Far1 mediates the cell cycle arrest in response to pheromone
(Peter et al., 1993), and specifies direction of polarized growth dur-
ing mating by linking the heterotrimeric G By subunits to the
polarity establishment machinery (Butty et al., 1998). The Farl
protein contains a C3HC,4-type ring zinc finger domain with a pre-
dicted role in the ubiquitination pathway. Far1 was recently shown
to act as a dosage-dependent regulator of the pheromone response

during mating in C. albicans (Cote and Whiteway, 2008). Farl
orthologues were found in all species except S. pombe and R. ory-
zae. In spite of sharing a low degree of sequence conservation
(10-20%), all predicted Far1 proteins have the characteristic ring
zinc finger domain. In addition, Far1 orthologues from filamentous
fungi, but not from Saccharomycotina, contain a pleckstrin homol-
ogy domain and a von Willebrand factor type A (VWA) domain,
indicative of a possible involvement in multiprotein complexes
(Fig. 2B). The role of Farl proteins in fungal pathogenicity has
not been addressed experimentally so far.

Sst2 is a GTPase-activating regulator of G protein signalling
(RGS) for Gpal, which regulates pheromone desensitization and
prevents receptor-independent signalling of the mating pathway
(Dohlman et al., 1996). Orthologues of Sst2 were identified in all
species examined, including two orthologues in R. oryzae. Annota-
tion errors in the predicted protein database sequences of F. grami-
nearum and M. grisea were corrected manually. S. pombe Sst2 is
significantly shorter (480 aa) than the rest of the orthologues
(650-780 aa). All Sst2 proteins share the RGS domain, but the pre-
dicted A. gossypii and C. albicans proteins lack a conserved DEP-like
segment (residues 50-135) which is required for binding to the
cognate G protein-coupled receptor Ste2 (Ballon et al., 2006).

The filamentation and pseudohyphal growth pathway in S. cere-
visiae is activated by a mucin-like protein, Msb2, consisting of a N-
terminal signal peptide, an extracellular serine-threonine-rich re-
peat region predicted to be highly O-glycosylated, a single trans-
membrane domain and a short cytoplasmic tail interacting with
the downstream component Cdc42 (Cullen et al., 2004). Recently
a second mucin-like protein, Hkr1, was shown to function together
with Msb2 as an osmosensor in the S. cerevisiae Hog1l pathway
(Tatebayashi et al.,, 2007). We detected single orthologues of
Msb2, but not Hkr1, in all species studied except for S. pombe
and R. oryzae. Only A. gossypii has also an orthologue of Hkr1. All
predicted Msb2 proteins contain a putative signal peptide and
transmembrane region. While the exact amino acid repeats in
the extracellular region are not present in some of the fungal
orthologues, the high content of putatively glycosylated serine
and threonine residues in this region is maintained, suggesting a
conserved role of O-glycosylation in Msb2 function. Similarly, the
amino acid sequence of the short cytoplasmatic tail is well con-
served among filamentous ascomycetes, indicating an important
role of this domain in intracellular signalling.

Another component required specifically for the filamentation
and invasive growth pathway upstream of Cdc42, Ste20 and Kss1
is the small GTP-binding protein Ras2 (Mosch et al., 1996). In C.
albicans, Ras links cellular morphogenesis to virulence by regulat-
ing the MAPK and cAMP signalling pathways (Leberer et al.,
2001). In U. maydis, expression of a dominant active allele of the
ras2 orthologue promoted pseudohyphal growth in a manner
dependent on the pheromone-response MAPK cascade (Lee and
Kronstad, 2002). Likewise, expression of a dominant active ras2 al-
lele of M. grisea stimulated appressorium formation on non-induc-
tive surfaces in the wild-type strain, but not in the pmk1 mutant,
suggesting that Ras2 functions upstream of the Mst11-Mst7-
Pmk1 cascade (Park et al., 2006). A similar signalling role for
Ras2 was proposed in F. graminearum (Bluhm et al., 2007). In this
study, Ras2 orthologues containing predicted palmitoyl and far-
nesyl groups at the C-terminus for membrane localization were
identified in all fungal species studied.

In S. cerevisiae, two nuclear protein substrates of Kss1, Dig1 and
Dig2, negatively regulate the invasive growth pathway by repress-
ing Ste12 action (Cook et al., 1996). We failed to detect Digl and
Dig2 orthologues in any of the species analyzed except for the close
relative A. gossypii, suggesting that a regulatory mechanism other
than that mediated by Dig1 and Dig2 must be operating in filamen-
tous fungi.
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Fig. 2. Scaled cartoon of the domain structure of Ste12 and Farl orthologues from different fungal species. (A) Ste12 orthologues all contain a characteristic STE
homeodomain in the N-terminal region. In addition, filamentous ascomycetes and the zygomycete R. oryzae have a C;H, zinc finger domain in the C-terminal region. (B) Far1
orthologues all contain a C3HC,4 ring type zinc finger domain in the N-terminal region. In addition, filamentous ascomycetes and the basidiomycete U. maydis have a pleckstrin
homology domain and a von Willebrand factor type A domain, whereas A. gossypii has an enolase domain.

For activation of genes involved in filamentous and invasive
growth, Ste12 forms a heterodimer with the TEA/ATTS family tran-
scription factor Tecl to bind filamentation response elements
(FREs) (Madhani and Fink, 1997). It has been suggested that Tec1
orthologues of pathogenic fungi could be of interest due to their
possible implication in virulence (Madhani and Fink, 1998). Indeed,
the Tec1 orthologue of C. albicans regulates hyphal development
and virulence (Schweizer et al., 2000). However, in our survey
we failed to detect clear Tec1 orthologues in S. pombe and the fila-
mentous ascomycetes F. graminearum, M. grisea and N. crassa.
Interestingly, the human pathogen A. fumigatus contains a Tecl
orthologue that is highly similar to A. nidulans AbaA, a transcription
factor with an ATTS DNA-binding motif required for conidiophore
development (Andrianopoulos and Timberlake, 1994). The role of
Tec1 in virulence of A. fumigatus has not been explored so far.

In summary, most components of the Fus3 and Kss1 MAPK cas-
cades are well conserved among the fungal species studied, includ-
ing basidiomycetes and zygomycetes. Exceptions are the
pheromone-response scaffold protein Ste5 and the two Ste12 reg-
ulators Dig1 and Dig2. A noteworthy finding is the multiplicity of
heterotrimeric G protein subunits in the zygomycete R. oryzae.

2.3. The Hogl MAPK pathway

The high osmolarity glycerol (HOG) pathway mediates responses
to hyperosmotic shock and to other stresses (Hohmann et al., 2007).

In S. cerevisiae, the Hog1 pathway has two upstream branches that
converge on the MAPKK Pbs2 (see Fig. 1). One branch consists of a
phosphorelay system composed of the sensor histidine kinase
SIn1, the phosphotransfer protein Ypd1 and the response regulator
Ssk1. Hyperosmotic shock deactivates SIn1, leading to enhanced lev-
els of dephospho-Ssk1 and sequential phosphorylation of the MAP-
KKKs Ssk2 and Ssk22, the MAPKK Pbs2 and the MAPK Hog1 (Posas
et al., 1996). Whereas Sin1 is the only histidine kinase present in S.
cerevisiae, other fungi contain multiple histidine kinases which can
be classified into different groups according to their topology (Cat-
lett et al., 2003). Members of group VI, which includes SIn1, contain
two transmembrane domains in addition to the characteristic
phosphoacceptor, ATP-binding and response regulator receiver do-
mains. The C. albicans orthologue CaSLN1 was shown to be involved
in hyphal formation and virulence (Nagahashi et al., 1998), whereas
deletion of the A. fumigatus orthologue TcsB produced no clear phe-
notype (Du et al., 2006). Orthologues, in which the critical SIn1 do-
mains are conserved, were identified in most species studied.
However, S. pombe, U. maydis and R. oryzae genomes do not contain
any member of group VI. By contrast, a single orthologue of the phos-
phorelay protein Ypd1 and of the cytoplasmic response regulator
Ssk1 was identified in all species. C. albicans mutants lacking Ssk1
are avirulent in an invasive murine model and fail to adhere to hu-
man cells (Calera et al., 2000). The orthologous RRG-1 response reg-
ulator from N. crassa was recently shown to function upstream of the
osmoresponse MAPK pathway, and to regulate asexual develop-
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ment, female fertility, osmotic stress and fungicide resistance (Jones
etal., 2007).

The MAPKKKs Ssk2 and Ssk22 function downstream of the Sin1
branch to activate the MAPKK Pbs2 and the MAPK Hog1. All fungi
surveyed including, A. gossypii, contain a single orthologue of Ssk2/
Ssk22, except for S. pombe which has two paralogues clustering in a
separate branch with the basidiomycetes and zygomycetes.

In the second osmosensing branch, the plasma membrane pro-
tein Sho1 recruits the MAPKKK Ste11 and the MAPKK Pbs2 to the cell
surface. Orthologues of Sho1 displaying conserved structural fea-
tures were detected in all species studied, except S. pombe and R. ory-
zae. Shol orthologues were found to link oxidative stress to
morphogenesis and cell wall biosynthesis in C. albicans (Bermejo
etal.,2008; Roman et al., 2005) and to regulate hyphal growth, mor-
phology and oxidant adaptation in A. fumigatus (Ma et al., 2008), but
were dispensable for virulence in both human pathogens. The role of
Sho1 in fungal pathogenicity on plants has not been determined yet.

Similar to the Fus3 and Kss1 pathway, activation of Ste11 by the
Sho1 branch of the osmoresponse pathway requires the small G
protein Cdc42, the adaptor protein Ste50 and the PAK kinase
Ste20 (Raitt et al., 2000). A second PAK kinase, Cla4, functions in
parallel with Ste20 (Tatebayashi et al., 2006). In this study we de-
tected a single Cla4 orthologue in all the fungal species studied.

The MAPKK Pbs2 serves as a scaffold for several components of
the HOG pathway and integrates the two upper branches of the
pathway. Phosphorylation of Pbs2 via Ssk2 and Ssk22 occurs under
severe osmotic stress (Posas et al., 1996), whereas its activation by
Ste11 takes place under less severe hyperosmotic conditions,
whereby Pbs2 acts as a scaffold for Sho1, Ste11 and Hog1 (Posas
and Saito, 1997). Single Pbs2 orthologues showing a conserved do-
main composition were detected in all the species studied.

All fungi surveyed contain a single orthologue of the osmore-
sponse MAPK Hog1, except for A. fumigatus which has two ortho-
logues, similar to other Aspergilli (Miskei et al., 2009). The role of
Hog1 orthologues has been studied in different fungal pathogens.
C. albicans hog1 mutants are de-repressed in serum-induced hyphal
formation and show reduced virulence (Alonso-Monge et al., 1999).
In A. fumigatus, two Hog1 orthologues, SakA and MpkC play distinct
roles in the response to oxidative and nutritional stresses but are not
required for virulence (Reyes et al., 2006; Xue et al., 2004). Likewise,
M. grisea mutants lacking the Hog1 orthologue Osm1 were sensitive
to osmotic stress, but formed functional appressoria and were fully
virulent on rice plants (Dixon et al., 1999). In F. graminearum, dele-
tion mutants of MAPKKK FgOs4, MAPKK FgOs5 and MAPK FgOs2
showed markedly enhanced pigmentation and failed to produce tri-
chothecenes in aerial hyphae, although their virulence phenotype
has yet to be determined (Ochiai et al., 2007).

Downstream targets of Hog1 in S. cerevisiae include the MAPK-
dependent protein kinases Rck1 and Rck2 (Bilsland et al., 2004), as
well as the transcription factors Skol (Rep et al., 2001), Msn2 and
Msn4 (Martinez-Pastor et al., 1996), Hot1 (Rep et al., 2000), Smp1
and RIm1 (de Nadal et al., 2003), and Mcm1 (Yu et al., 1995). Our
study indicates that all these downstream components are well
conserved across the fungal phyla, except for Hot1 whose presence
is limited to the Saccharomycotina. In most cases, single ortho-
logues of each component were detected, although R. oryzae has
two orthologues for the MADS-box transcription factors Smp1,
RIm1 and Mcm1. In summary, the components of the Hog MAPK
pathway are very well conserved throughout the fungal kingdoms,
with the exception of the transcription factor Hot1 which is spe-
cific for the Saccharomycotina.

2.4. The Mpk1 cell integrity pathway

The Mpk1 cell integrity cascade is responsible for orchestrat-
ing changes in the cell wall through the cell cycle and in re-

sponse to various forms of stress (Levin, 2005). This pathway
is activated by the integrin-like proteins Wsc1,2,3 which share
a conserved extracellular motif of eight cysteines (Verna et al.,
1997). A second activator of the Mpk1l pathway is Mid2, an O-
glycosylated plasma membrane protein that interacts with
Rom2, the guanine nucleotide exchange factor for Rhol, and
with the cell integrity pathway protein Zeol (Philip and Levin,
2001). Orthologues of the Wscl and Wsc2 and 3 proteins are
present in most ascomycetes, whereas Mid2 and Zeol are re-
stricted to the Saccharomycotina. Wsc1 and Mid2 are linked to
the guanine nucleotide exchange factors (GEFs) Rom1 and 2
which activate the GTPase Rho1l (Ozaki et al., 1996). Similar to
S. cerevisiae, Rhol is required for cell viability in C. albicans
(Smith et al., 2002). In contrast, rhol knockout mutants of the
soilborne pathogen Fusarium oxysporum were viable and showed
drastically reduced virulence on plants, but retained full viru-
lence on immunodepressed mice (Martinez-Rocha et al., 2008).
Both Rom1 and 2, as well as Rho1, are widely conserved in fun-
gi, with a single orthologue of the two GEFs present in almost all
species studied. In addition, Rho1 activity in S. cerevisiae is reg-
ulated by the GEF Tus1 and the GTPase activating proteins Sac7
and Bem2 (Levin, 2005). Both Tusl and Sac7 are widely con-
served among the fungal species studied. By contrast, Bem2
was detected in the Saccharomycotina, U. maydis and R. oryzae,
but not in the other ascomycetes. The evolutionary and func-
tional implications of this interesting differential distribution
are currently unknown.

Rho1 activates protein kinase C (PKC) 1 which, in turn, activates
a three-tiered kinase module composed of the MAPKKK Bck1, the
MAPKKs Mkk1 and Mkk2 and the MAPK Mpk1 (Levin, 2005). In
contrast to most fungi surveyed in this study, R. oryzae has two
Pkc1 orthologues, as previously described for S. pombe (Kobori
et al., 1994). Single orthologues were detected for each of the three
components of the Mpk1l MAPK module. The role of Mpk1 ortho-
logues has been determined in a number of fungal pathogens.
Mps1 is essential for conidiation, appressorial penetration, and
plant infection in M. grisea (Xu et al.,, 1998). In F. graminearum,
Mgv1 is required for hyphal fusion and heterokaryon formation
(Hou et al., 2002). In C. albicans, Mkc1 regulates cell wall integrity,
growth at high temperatures, morphological transition and patho-
genesis (Diez-Orejas et al., 1997). Recently, it was shown that the A.
fumigatus orthologue MpkA controls cell wall signalling and oxida-
tive stress response, but is dispensable for virulence (Valiante et al.,
2008).

Mpk1 regulates multiple nuclear targets, including the SBF
complex which is formed by DNA-binding component Swi4,
Mbp1 and co-factor Swi6 and acts as a transcriptional activator
of cell cycle-dependent genes (Nasmyth and Dirick, 1991). Two
Swi4 and Mbp1 orthologues were found in A. gossypii, S. pombe
and R. oryzae, opposed to only one in the other fungi. By contrast,
all species studied have a single Swi6 orthologue.

A second nuclear target of Mpk1 is the MADS-box transcription
factor RIm1 which regulates the expression of at least 25 genes in
S. cerevisiae, most of which have been implicated in cell wall bio-
genesis and function (Jung et al., 2002). These include the glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI)-anchored protein Pstl, the O-
glycosylated protein Pir3 (Jung and Levin, 1999) and the glucan
synthase catalytic subunit Fks2. Conserved orthologues were de-
tected for Rlm1 itself, Pst1 (except in U. maydis) and Fks2 (includ-
ing four orthologues in S. pombe). By contrast, no Pir3 orthologues
were found outside of the Saccharomycotina.

The serine/threonine protein phosphatases Ppz1 and Ppz2 are
key regulators of K" and pH homeostasis, thus determining salt tol-
erance, cell wall integrity and cell cycle progression (Yenush et al.,
2002). In contrast to S. cerevisiae, all fungal species studied with the
exception of R. oryzae contain only a single Ppz1 and 2 orthologue.
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In summary, a high conservation of the Mpkl MAPK cascade
components was detected throughout the species studied, except
for certain plasma membrane sensors such as Mid2, and for the
downstream effector protein Pir3.

2.5. MAPK-regulatory protein phosphatases

Tyrosine, serine/threonine and dual-specificity phosphatases
co-ordinately dephosphorylate and thereby inactivate different
MAPKs in S. cerevisiae (Martin et al., 2005). The dual-specificity
protein phosphatase Msg5 and the tyrosine phosphatase Ptp3
dephosphorylate Fus3, thereby regulating the adaptive response
to pheromone (Zhan et al., 1997). Ptp2 and 3, as well as the type
2C protein phosphatase (PP2C) Ptc1 antagonize the osmosensing
MAPK cascade by dephosphorylating Hogl (Warmka et al,,
2001; Wurgler-Murphy et al., 1997). The stress-inducible dual-
specificity MAPK phosphatase Sdp1 negatively regulates the cell
integrity pathway by dephosphorylating Mpk1 (Hahn and Thiele,
2002). In general, orthologues of these protein phosphatases were
detected in all fungal species surveyed, suggesting that the mech-
anisms of regulating MAPK activity via dephosphorylation are
broadly conserved in fungi. We detected mostly single ortho-
logues, except for the Saccharomycotina and, in some cases, U.
maydis and R. oryzae. The M. grisea genome database lacked an
annotated Msg5 orthologue, but inspection of a genomic region
from the excluded reads of annotated strain 70-15 and subse-
quent analysis of a genomic fragment from a field isolate (Y34)
revealed the presence of a reliable Msg5 orthologue which was
included in the analysis.

2.6. The calcium/calcineurin signalling pathway

Calcium signalling through the Ca%*-binding protein calmodulin
and the Ca?*-calmodulin-dependent phosphatase calcineurin has
been implicated in a multitude of processes, including stress re-
sponse, mating, budding, and actin-based processes (Cyert, 2001)
as well as in determining tolerance to antifungal drugs (Cruz
et al., 2002; Del Poeta et al., 2000; Kontoyiannis et al., 2003; Sang-
lard et al., 2003; Steinbach et al., 2007; Walker et al., 2008). Cellu-
lar calcium levels in S. cerevisiae are regulated by multiple channels
and transporters, including the voltage-gated high-affinity calcium
channel Cch1 which functions together with the stretch-activated
cation channel Mid1 (Locke et al., 2000). In contrast to the trans-
membrane protein Cch1, Mid1 is anchored to the membrane by a
GPI-anchor.

A third player in calcium regulation is Figl, an integral mem-
brane protein required for efficient mating which may participate
in the low affinity Ca?* influx system, affecting intracellular signal-
ling and cell-cell fusion (Muller et al., 2003). Cch1, Mid1 and Fig. 1
have single orthologues in all fungal species studied, except for the
presence of two putative Cch1 orthologues in R. oryzae, and for the
absence of Fig. 1 orthologues in U. maydis and R. oryzae. Both R. ory-
zae Cch1 sequences in the database contained annotation errors
that were corrected manually. The role of these upstream sensors
in filamentous fungi is largely unknown. Recently, a N. crassa mu-
tant lacking a Mid1 orthologue was found to be affected in calcium
homeostasis and vegetative growth (Lew et al., 2008). Moreover,
deletion of a Cch1 orthologue affected ascospore discharge and
mycelial growth in F. graminearum (Hallen and Trail, 2008).

In addition to plasma membrane channels, the calcium-trans-
porting ATPases Pmrl and Pmcl, the vacuolar ion exchanger
Vcx1 and the vacuolar cation channel Yvc1 also contribute to reg-
ulation of cellular calcium levels and calcium signalling. Strikingly,
while S. cerevisiae only has one of each of these components, fila-
mentous fungi consistently contain two Pmr1 orthologues and
most of them have between three and five orthologues of Pmc1

and Vcx1. Whether these multiple components have distinct or
redundant functions is currently an open question.

S. cerevisiae calmodulin is a small, essential Ca?*-binding pro-
tein encoded by CMDI1, which has both Ca?*-dependent and
independent targets. One of the major Ca’*-dependent targets
is calcineurin, a Ca?* and calmodulin dependent phosphatase. S.
cerevisiae calcineurin is composed of a heterodimer of a catalytic
A subunit encoded by CMP2 and CNA1, and of a regulatory B
subunit encoded by CNBI. In the presence of stimulatory levels
of Ca?*, calmodulin binds to the A subunit of calcineurin, displac-
ing an autoinhibitory domain. Calmodulin-calcineurin-activated
gene expression is triggered by multiple external cues, including
high temperature, high concentrations of ions, cell wall stress
and exposure to mating pheromone (Cyert, 2003; Kraus and
Heitman, 2003). In our survey we detected single orthologues
for Cmd1, Cnb1, Cnal and Cmp2, respectively, except for R. ory-
zae which has two Cnal and Cmp2 orthologues. All these com-
ponents showed a high degree of sequence identity (40-90%)
among the fungal species studied. In the human pathogens C.
albicans, C. neoformans and A. fumigatus, calcineurin was required
for survival in serum and for virulence (Bader et al., 2003; Blan-
kenship et al.,, 2003; Da Silva Ferreira et al., 2007; Fox et al,,
2001; Odom et al., 1997; Steinbach et al.,, 2006, 2007). In the
plant pathogen Sclerotinia sclerotiorum, the calcineurin ortho-
logue controls sclerotial development and infection (Harel
et al., 2006).

A key target of calcineurin is the zinc finger transcription factor
Crz1, whose nuclear localization is positively regulated by calci-
neurin-mediated dephosphorylation (Cyert, 2001). Orthologues of
Crz1 were recently shown to act as virulence factors in the human
pathogen A. fumigatus (Cramer et al., 2008; Soriani et al., 2008) and
the plant pathogen Botrytis cinerea (Schumacher et al., 2008). The
fungal species surveyed in this study all contain a single ortho-
logue of Crz1, except for S. pombe and R. oryzae which have two
orthologues.

Fpr1l and Cprl, two peptidyl-prolyl cis-trans isomerases that
catalyze the cis-trans isomerization of peptide bonds N-terminal
to proline residues, are the cellular targets of the drugs Cyclosporin
A and FK506 and function as inhibitors of calcineurin through for-
mation of a ternary complex (Wang and Heitman, 2005). Ortho-
logues of these two proteins were detected in all fungal species
studied, although their role in calcineurin regulation has not been
determined. Similarly, orthologues of the Rcn1 protein, which is in-
volved in regulation of calcineurin during calcium signalling
(Kingsbury and Cunningham, 2000), were found in all species ex-
cept R. oryzae.

In summary, all the components of the calcium-calcineurin
pathway were highly conserved throughout the different fungal
kingdoms. A noteworthy feature, whose biological significance is
unclear, is the multiplicity of the calcium-transporting ATPases
and the vacuolar calcium channels in filamentous fungal species.

3. Conclusions

Three conserved MAPK cascades and the calcium-calcineurin
pathway play crucial roles in fungal pathogenicity. Here we have
taken advantage of the availability of complete fungal genome se-
quences to survey the inventory of predicted MAPK and calcium-
calcineurin signalling components in ten fungal species, including
several plant and human pathogens, covering a wide array of taxo-
nomical and biological diversity (Fig. 1, Table 1). While most com-
ponents were found to be conserved among the model yeast S.
cerevisiae and filamentous fungi, some components such as the
scaffold protein Ste5, the regulatory proteins Digl and Dig2 and
the transcription factor Hot1 are limited to the Saccharomycotina.
The incorporation of new domains which are lacking in S. cerevisi-
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ae, such as the RA domain in Ste11, the zinc finger in Ste12, or the
pleckstrin homology domain and VWA domains in Far1 (Fig. 2),
might reflect functional adaptations as filamentous fungi have
evolved to occupy different ecological niches, including their roles
as pathogenic agents. The presence of multiple paralogues of many
signalling components in the zygomycete R. oryzae is striking,
although the evolutionary and functional significance of this find-
ing is currently unknown. Thus, while the model yeast S. cerevisiae
has provided an excellent roadmap of the components of MAPK
and calcium-calcineurin pathways, functional analysis in patho-
genic species represents the only way to understand the role of
these signalling cascades in fungal virulence. So far, most studies
have focused on a few core pathway components. While this has
provided a useful overview of the general implication of these
pathways in fungal virulence, a detailed analysis of the upstream
and downstream factors that interact with these core signalling
cascades is now clearly necessary. Such an approach should allow
a more careful and critical evaluation of the specific role of each
signalling pathway in infection-associated functions, and extend
our understanding regarding how these conserved signalling cas-
cades have been recruited by fungal pathogens to infect their
eukaryotic hosts.
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3. Voies de signalisation impliquées dans le contrdle de I'intégrité cellulaire et
pariétale
3.1. Voie de signalisation Slt2 chez la levure S. cerevisiae

La voie de signalisation SIt2 (Figure 15) est connue pour étre impliquée dans la régulation
du cycle cellulaire, durant la synthese de la paroi cellulaire chez S. cerevisiae ou/et en présence
de stress comme I’hypo-osmolarité, une température élevée, un stress oxydatif (Staleva L., Hall
A, Orlow S. ], 2004) ou une carence nutritionnelle. Un des roles majeurs de cette voie est de
maintenir I'intégrité cellulaire en contrélant le systeme de réparation et la synthése de la paroi
cellulaire (Zarzoc, et al. 1996). La cascade de signalisation débute avec I'activation de Wcs1,
une protéine membranaire putative connue comme « membrane stretching » (Figure 15).

Tout d’abord, il est constaté que la surexpression de HCS77 reproduit la surexpression de
PKC1 en supprimant le défaut de croissance des mutants nuls de swi4 (Figure 16), qui est un
des facteurs de transcription activés par Slt2.

En second lieu, il est observé que les mutants nuls 44cs77 montrent des phénotypes comme
ceux des mutants défectueux dans la voie PKC1, notamment incapable de réparer les
dommages d'un stress osmotique. En outre, les mutants Ahcs77 sont morts une fois exposés
aux rayons o (J.V.Gray, données non publiées), qui a été noté pour les mutants Ampk1 (Levin,
D. E, et al 1995). La délétion de HCS77 est 1étale en combinaison avec la délétion de SW/4, de
méme que les mutants 4mpk1. De plus, les mutants 4Acs77 sont hypersensibles a I'inhibition
partielle de la fonction Pkc1, laissant supposer que Pkcl n’est pas entierement activé chez le
mutant (Levin, D. E,, et al. 1997). Hcs77 est connu comme activateur de Rhol qui, a son tour,
active la protéine kinase C, homologue de Pkcl. En effet, Hcs77 envoie des signaux a la Pkcl
sur les défauts au niveau de la membrane plasmique en réponse a des stress. Ces senseurs
interagissent avec Rom2p pour transmettre le signal a Rholp, une petite protéine
extrémement conservée fixant le GTP, qui active directement Pkclp. 11 a été également
démontré que Rhol est une partie essentielle du complexe 1,3-B-glucane synthase,
responsable de construction des polymeéres dans la paroi cellulaire (Kamada Y., et al 1996).
Pkc1 active la MAPKKK Bck1 qui va activer les MAPKKs Mkk1 et Mkk2 qui vont enfin activer la
MAPK Slt2. Cette derniere permet ensuite l'activation par phosphorylation de facteurs de
transcription tels que Rlm1 et le complexe SBF (Swi4 et Swi6).

La mutation de chacun des composants de cette voie résulte en une hypersensibilité aux
températures élevées, et en une augmentation de la lyse cellulaire, dans des conditions de

stress, méme faibles, due a la faiblesse de la paroi cellulaire (Levin, D. E., et al. 1994).
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3.2. Les facteurs de transcriptions, Cibles de SL72

3.2.1. Les facteurs de transcription

Chez les eucaryotes, il existe trois différentes ARN polymérases (ARN pol). Chacune de ces
ARN pol est responsable de la transcription d’'un type d’ARN : I'’ARN pol I transcrit les ARN
ribosomiques (ARNr) ; 'ARN pol II transcrit les ARN messagers (ARNm) ; enfin, 'ARN pol III
transcrit les ARN de transfert et les petits ARN (ARNt). Toute protéine nécessaire a l'initiation
de la transcription est définie comme un facteur de transcription. Plusieurs facteurs de
transcription agissent en reconnaissant directement des séquences cis-régulatrices au niveau
des régions promotrices des genes. Cependant, la liaison a 'ADN n’est pas toujours requise
pour l'action d’'un facteur de transcription. Un facteur de transcription peut ainsi reconnaitre
un autre facteur de transcription qui se lie directement a I’ADN, ou bien reconnait directement
I’ARN polymérase.

Les facteurs de transcription reconnaissent généralement des petites séquences d’ADN
conservées contenues au niveau des promoteurs de leurs génes cibles. Certains de ces facteurs
et de ces séquences sont communs a plusieurs genes et utilisés de maniere constitutive, et
d’autres sont spécifiques de genes et leur activité est régulée. Les facteurs de transcription
cooperent avec les ARN polymérases et peuvent étre divisés en trois groupes :

Les facteurs généraux de transcription, qui sont nécessaires a l'initiation de la synthése de
I’ARN au niveau des génes de classe Il (génes codants pour des protéines). Ils forment avec
I’ARN pol I un complexe au niveau du site d’initiation de la transcription et déterminent ainsi
le site de démarrage de la transcription ; ce complexe est appelé complexe basal de
transcription.

Les facteurs de transcription généraux et spécifiques de séquence, qui reconnaissent des
petites séquences d’ADN localisées en amont du site de démarrage de la transcription (comme
le facteur SP-1 qui reconnait les boites GC) sont ubiquitaires, ils augmentent l'efficacité de la
transcription des genes contenant les boites GC dans leurs promoteurs.

Les facteurs de transcription spécifiques de séquence et inductibles, qui possédent un role
régulateur. Ils sont synthétisés ou activés d'une maniére spécifique en fonction des conditions,
du stade de développement ou dans certains tissus. Les séquences qu’ils reconnaissent sont

appelées les « éléments de réponse ».

3.2.2. SBF Complexe : Swi4 - Swi6
Un des facteurs de transcription jouant un réle important dans la signalisation impliquée
dans la voie de l'intégrité cellulaire de la paroi est SBF (Koch, C. et K. Nasmyth, 1994) (SCB
Binding Factor), un complexe hétérodimere induisant l'expression de nombreux génes
dépendants du cycle cellulaire au stade de transition G1/S. Ce complexe est composé de SWI4
(Andrew B., et al. 2001) et Swibqui reconnaissent la séquence CACGAAA (SCB, for Swi4,6-
dependent Cell Cycle Box) (Koch, C. et al 1994). SW14 est la sous-unité se liant a 'ADN (Taylor,
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et al. 2000), et Swib n’est exigé que pour I'attachement d'ADN (Andrews, B. ]., et al. 1992). SBF
remplit une deuxieme fonction en réponse transcriptionelle, en présence de stress de paroi
cellulaire pendant lequel la Mapk Slt2 activée forme un complexe avec Swi4, la sous-unité de
SBF, conférant sur Swi4 la capacité de se lier a 'ADN et d'activer la transcription de Fks2. Bien
que la formation du complexe Mpk1-Swi4 et I'activation transcriptionelle de Fks2 n'exige pas
'activité catalytique de Mpk1, Swi6 est phosphorylé par Mpk1 et doit étre présent dans le
complexe Mpk1-Swi4 pour I'activation transcriptionelle de FKS2. En effet, Mpk1 activée, régule
Swi6, dans le noyau, d'une fagcon biphasée. D'abord, la formation du complexe Mpk1-Swi4
enrdle Swi6 dans le noyau pour l'activation transcriptionelle. En second lieu, Mpk1 régule
négativement Swi6 par phosphorylation de Ser238, qui empéche I'entrée nucléaire.

Swi6 a une fonction cytoplasmique qui est favorisée par la phosphorylation par Mpk1, qui
bloque son importation nucléaire. Cette hypothése est soutenue par 1'observation récente que
seulement Swib6, est exigé pour l'activation de la réponse en présence d’'un stress de paroi
cellulaire, dans le réticulum endoplasmique. (Scrimale et al 2009). A cet égard, il est
également remarquable que la phosphorylation par Mpkl de Swi6 n'exige pas le recrutement
de Swi6 au complexe Mpk1-Swi4, parce que cette phosphorylation se produit en I'absence de
Swi4. L'observation que Mpk1l peut phosphoryler Swi6, en dehors du complexe Mpk1-Swi4-
Swi6, indique que les deux phases de la régulation de Swi6 par Mpkl ne sont pas
interdépendantes (Levin et al 2010). Des études biochimiques ont prouvé que Swidest le
composant de SBF qui se lie spécifiquement a SCB par un domaine N-terminal helix-turn-helix
d’ADN-binding (Taylor I. A., et al. 2000). En revanche, SWI6 n'a aucune activité obligatoire de
liaison a 'ADN mais est présent dans le complexe SBF en raison de son interaction avec
SWi4par l'intermédiaire des régions C-terminales des deux protéines (Andrews B. ], et al
1992). SWI6 est également un composant du complexe de transcription MBF (MCB « M/ul Cell
cycle Box »-binding factor) qui se compose de Swi6 et de la protéine possédant un site de
liaison a I'ADN, MBP1 (facteur de transcription), et se lie sur la séquence du promoteur
« ACGCGT » (Breeden, L. 1996).

Il est connu que la surexpression de Swi4, chez le mutant nul Ampk1, ne rétablit pas la
déformation de la lyse cellulaire (Madden K. Y., et al. 1997). Ainsi, les mutants nuls de 4swi4 et
de 4swi6 sont hypersensibles au Calcofluor White. De plus, SWI4 et SWI6 sont phosphorylés
par MPK1, en présence d’un stress de paroi, in vivo et in vitro (Figure 17). Ceci démontre le
réle de SBF dans le contréle des mécanismes maintenant I'intégrité de la paroi (Igual, ]. C., et al.
1996).

D’apres les résultats de Levin et al. la transcription de Fks2 en réponse aux stress de la
paroi, exige le facteur de transcription SWI14/SWI6 (SBF). En effet, SBF régule la transcription
de la cycline G1 mais il a été trouvé que l'association de Mpk1 (SIt2) ou Mlp1l (Mpk1 Like
Protein) avec le promoteur de Fks2 est dépendant du site de liaison de SBF, (Figure 18). De
plus, l'association de Mpk et Swi4 semble co-dépendant mais indépendant de SWI6.

L’association intramoléculaire de C-terminal de Swi4 avec son DBD (DNA-Binding Domain)
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interfere avec sa capacité a se lier a ’'ADN, ce qui est relaché par I'association de Swi6. En effet,
dans ce cas, concernant l'activation de Fks2, Mpkl ou Mlp1 remplace la fonction de Swi6,
permettant a Swi4 de se lier a 'ADN. Par contre, il est évident que Swi4 posséde des sites de
liaison différents pour Mpk1 et Swi6 car Mpk1 forme un complexe ternaire avec SBF in vivo et

in vitro.

3.2.3. Rim1

Un autre effecteur potentiel de Mpk1 potentiel est le facteur de transcription Rlm1, qui a
été identifié par un criblage génétique pour les mutations qui suppriment I'effet toxique d'une
forme constitutivement active de Mkk1l MAPKK (Watanabe, et al 1995). RIm1 est membre de
la famille de facteurs de transcription MADS (Mcm1-Arg80-Deficiens-serum response factor
[SRF]) (Norman, et al. 1988), agissant sous forme de diméres et contrdlée par des MAP kinases
(Dodou et Treisman, 1997). Bien que les cellules des mutants Arlm1 ne montrent pas une
osmosensitiblité accrue, une hypersensibilité nutritive, ni les phénotypes des mutants de
délétion des génes de la voie Mpkl1, le phénotype du mutant Ampk1 peut étre partiellement
supprimé par l'expression d’une protéine de fusion a laquelle Rlm1 est lié sur le domaine
transcriptionelle de 1'activation de GAL4. De ce fait, Rlm1 est un effecteur de la voie Mpkl
(Evdokia Dodou et Richard Treisman, 1997).

Le domaine putatif du site de liaison a 'ADN et de dimérisation de Rlm1, qui ressemble a
celui du facteur de transcription metazoan MADSbox MEF2 (B. Nadal-Ginard, et a/1992),
présente une homologie avec les produits des ORFs de S. cerevisiae, YBR182C (Demolis N. L.,
et al. 1994), Smp1l (second Mef2-like protein 1). Ces deux protéines représentent les
homologies avec Mef2 de S. cerevisiae. En effet, il y a une redondance fonctionnelle entre RIm1
et Smp1l. RIm1 et Smp1 possedent des spécificités liés a Mef2 et peuvent dimérizer en solution.
Par contre SMP1 ne semble pas fonctionner dans la voie Mpk1. Cependant, I'activité des génes
reporteurs contrdlés par la séquence consensus de RIm1, dépend strictement de Rlm1 et de

Mpk1, qui établit RIm1 comme effecteur direct de la voie Mpk1 (Figure 19).

3.3. Cascade de Calcineurine et sa Cible directe Crz1

3.3.1. Calcineurine

La calcineurine est une protéine faisant partie de la famille des phosphatases (Gerald R.
Crabtree, 2001), c'est-a-dire des protéines qui déphosphorilent leur substrat. Elle est plus
précisément une serine/thréonine phosphatase. Chez Saccharomyces cerevisiae, il existe deux
phéromones d’accouplement : A - Facteur et MF - Alpha Facteur (Mating Factor - Alpha). Les
phéromones d’accouplement se lient a leurs récepteurs comme Ste2 (Stérile/récepteur de
Alpha - facteur) et Ste3 (récepteur d’A - facteur). Suite a cette liaison, une protéine G

hétérodimérique est activée. Ainsi, I'induction de la dissociation des sous-unités Gpal (Alpha-
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Sous-unité), Ste4 (Béta-Sous-unité), et Stel8 (Gamma-Sous-unité) est mise en jeu. Ces
phéromones préparent les cellules en induisant I'étape G1 du cycle cellulaire et aussi
augmentent la quantité de Ca2* intracellulaire et induisent l'activation du complexe de
Calcineurin (complexe de protéines Calcium-Dépendant de phosphatase sérine/thréonine)
(Figure 20).Chez Saccharomyces cerevisiae ce complexe se compose de quatre protéines :
Deux sous-unités de Calcineurin-A, Cnal (Calcineurin Subunit-A/Type-2B protein
Serine/Threonine Phosphatase Catalytic Subunit-A1) et Cna2 (Calcineurin Subunit-A/Type-2B
Protein Serine/Threonine Phosphatase); Cnb1 (Calcineurin Regulatory B-subunit) et Rcnl
Regulator of Calcineurin/Calcineurin Inhibitor) qui agit comme un inhibiteur. La calcineurine
est impliquée dans la régulation des pompes et des échangeurs de Ca2*, responsables de
I'homéostasie de Ca2* chez la levure (Maeta K, Izawa S, Inoue Y. 2004). Il maintient I'équilibre
cytoplasmique de Ca2*. Un des génes, régulé par la calcineurine est le facteur de transcription
CRZ1 (Calcineurin-Responsive Zinc Finger). Crz1l joue un role dans l'induction des génes
calcineurin-dépendants pour activer les pompes a Ca2*, le Pmcl (Putative Vacuolar Ca2+
ATPase) et le Pmrl (High affinity Ca2+/Mn2+ P-type ATPase) ; un de deux génes codant
Fks2/Gsc2 (Glucan Synthase of Cerevisiae/1,3-Beta-D-Glucan Synthase Catalytic Component) ;
et le gene pour la pompe de Nat, Pmr2 (P-Type ATPase Sodium Pump). Ceci montre que
calcineurine joue un role dans la régulation de la structure de la paroi cellulaire (Rusnak F,
Mertz P., 2000).La calcineurine également régule I'état d'affinité du canal de potassium, Trk1l
(180 kDa High Affinity Potassium Transporter), Trk2 (Low Affinity Potassium Transport
Membrane Protein), du Hall (Halotolerance/Polar 32-kDa Cytoplasmic Protein) et inhibent
Vcx1l (Vacuolar Ht/ Ca?t Exchanger) par des mécanismes post-transrationnelles. La
transcription dépendante de Ca2* est bloquée par les inhibiteurs immunosuppressives CsA
(Cyclosporin-A) et FK506 (Tacrolimus) qui agissent en tant qu'inhibiteurs efficaces de

Calcineurin.

3.3.2. Facteur de Transcription Crz1

Une des fonctions critiques de la signalisation calcineurin-dépendante est de controler
I'expression de géne par l'activation d'un facteur de transcription, Crzl/Tcnl/Hal8 (A.M.
Stathopoulos, M.S. Cyert, 1997). Crz1p contient un motif de doigt de zinc et lie spécifiquement
a CDRE (Figure 21), (Calcineurin-Dependent Response Element), une séquence d’ADN de 24
pb qui est nécessaire pour diriger I'expression des genes dépendants de calcineurine. Les
recherches ont démontré que Crzl agit en aval de la calcineurine afin de répondre aux stress
dus au changement de calcium (Martha S. Cyert, et a 2003). La calcineurine déphosphoryle
Crzl in vitro, montrant que Crzl peut étre un substrat direct de la phosphatase (A.
Stathopoulos-Gerontides, ]. Guo, M.S. Cyert, 1999).

Le principe de la régulation de Crz1 peut étre résumé ainsi : La calcineurine déphosphoryle
le facteur de transcription, Crzlp et régule sa localisation. Quand 1'activité de la calcineurine

est basse, Crzl est phosphorylé et s'accumule dans le cytosol dii a un faible taux de
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I'importation nucléaire et d'un taux élevé d'exportation nucléaire. La calcineurine active,
déphosphoryle Crz1, qui s'accumule alors rapidement au noyau dii a I'importation nucléaire
accrue et exportation nucléaire diminuée. Ainsi, la calcineurine controle I'activité de Crzl
principalement par la régulation di a sa localisation.

Crz1 est le médiateur principal de I'expression de gene calcineurin-régulé chez la levure. En
effet, en réponse aux stress, la calcineurine et la Crzl activent I'expression des génes qui
favorisent la rémodélisation de la surface de cellules. Une étude a établi que I'expression de
gene de calcineurin/ Crzl-dépendante est activée en présence des mutations qui
compromettent la paroi cellulaire (Lagore, A., et al 2003). De plus, plusieurs génes de
calcineurin/Crz1-dépendante, codent pour des protéines qui ont un réle dans le transport des
ions ou des petites molécules, ainsi cette voie, régule, également des aspects d’homéostasie
d'ion (Cunningham, et al. 1996). Finalement, l'expression des genes clé de la signalisation est
également élevée apreés l'activation de la cascade de calcineurine/Crz1, montrant qu’il existe
des mécanismes potentiels de la rétroaction et de l'interférence entre la voie de calcineurin et

d'autres voies de signalisation.

3.4. Knr4 : Régulateur de SIt2

Le Killer Nine résistant 4 (Knrn4) a été, a l'origine isolé par complémentation d'un mutant
hyper résistant a la toxine HM-1 de Hansenula Mrakii (Hong Z., et al. 1994), dont l'effet
cytocidal était dii au dégagement des composants cellulaires par la formation de pore au bout
des bourgeons en croissance (Inoue S. B., et al. 1995). Plus tard, il a été isolé comme dispositif
antiparasite de plusieurs mutants hypersensibles au Calcofluor White (Martin H., et al. 1999).

KNR4 code pour une protéine de poids moléculaire de 57,044 kDa (Hong Z. et coll, 1994)
qui présente un profil hydrophile, 5 motifs PEST caractéristiques des protéines rapidement
dégradées et plusieurs sites de phosphorylation par différentes kinases dont la protéine kinase
C (PKC) et la kinase dépendante de la calmoduline (CaM-K) (Martin H., et al. 1995).

Il a été montré par des différentes approches doubles hybrides et immunoprecipitation in
vitro que Knr4 interagit physiquement avec la MAP kinase Mpk1/Slt2. Dans les conditions de
choc thermique, Knr4 est requise pour l'activation de Slt2. L’absence de Knr4 modifie la
signalisation correcte de Slt2 vers ses substrats (RIm1 et SBF). L’état d’activation de RIm1 dans
le mutant Aknr4 a été étudié. Il a été démontré que l'activité du facteur de transcription Rlm1
est réduite de 90% dans une souche mutante Aknr4 par rapport a la souche controle. Par
contre, l'activité transcriptionelle de SBF est augmentée d’une fagon anormale. Ceci a été
prouvé par une phosphorylation accrue de Swi6 dans le mutant Aknr4, et par une dérégulation
de plusieurs génes impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire. Il semble que Knr4 agisse
comme un modulateur de l'activité de Slt2, I'orientant correctement vers ses cibles pour
assurer la bonne transmission du message de la Pkcl en réponse aux sollicitations extérieures

(Martin-Yken H. et al 2002; 2003) (Figure 22).
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Des mutations ponctuelles et la disruption de ANR4 engendrent des phénotypes
caractéristiques des mutants de la paroi: augmentation de la sensibilité cellulaire au SDS,
détergent qui désorganise les membranes plasmiques; sensibilité au blanc de Calcofluor, au
rouge Congo, a la caféine et a I'acide sorbique et résistance a la toxine Killer K9. La disruption
du gene KNR4 provoque aussi un arrét de croissance a 37-38°C, remédiable en présence d'un
stabilisateur osmotique comme le sorbitol 1M ajouté dans le milieu. Les diploides
homozygotes pour la délétion KNR4 ont une sporulation tres peu efficace qui peut étre due aux
modifications de la paroi cellulaire des asques. Une analyse d’une collection des mutants a
permis lidentification de 20 genes provoquant l'augmentation de la sensibilité a la
Caspofungine. Onze des génes identifiés sont impliqués dans la fonction pariétale et
membranaire, notamment des genes de la voie PKC (M/DZ2, FKS1, SMI1/KNR4 et BCK1), et des
génes impliqués dans la biosynthese de la chitine et des mannane (CHS3, CHS4, CHS7 et
MNN10) (Markovich S. et al 2004). Par ailleurs, la surexpression du gene ANR4 conduit
également a des effets apparemment liés a la paroi : la sensibilité au Calcofluor White de
certains mutants de la paroi est réduite en présence d'un plasmide multicopie portant le géne
KNR4. L'analyse de la composition de la paroi de ces transformants montre une réduction de la
teneur en chitine, ce qui est probablement la cause de leur résistance accrue au Calcofluor
White. De plus, la surexpression du géne ANR4 a un effet sur le niveau de transcription de
certains génes responsables de la synthése de la chitine. L'expression des trois génes codant
pour les sous-unités catalytiques des chitines synthases, CHS1, CHSZ et CHS3, est fortement
diminuée dans les souches portant le géne ANR4 sur un plasmide multicopie (Martin-Yken H.
etal 1999).

Il est aussi démontré que Knr4 joue un role dans la coordination de I'assemblage de la
paroi cellulaire avec la croissance cellulaire par son interaction génétique avec Bck2, la
protéine requise pendant le stade de transition de la phase G1 ala phase de S en I'absence des
cyclines G1 (Martin-Yken, H., et al. 2002), et par son interaction physique avec la MAP kinase
SIt2 (Martin-Yken, H., et al 2003).
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4. Mode d’action des inhibiteurs agissant sur la paroi cellulaire

Les champignons filamenteux sont les principaux agents pathogenes des plantes et sont a
I'origine de nombreuses maladies conduisant a des pertes économiques considérables en
agriculture. La lutte phytosanitaire, par l'utilisation de fongicides, reste le meilleur moyen de
réduire I'impact de ces maladies au champ. L’apparition de souches résistantes aux fongicides
commercialisés d'une part, et 'adaptation a I’évolution des criteres d’homologation des
matiéres actives d’autre part, contraignent a rechercher de nouvelles molécules présentant de
nouveaux modes d’action. Parmi les plus attractifs, la paroi fongique représente une cible
prometteuse et spécifique par rapport aux cellules animales et végétales. Les cellules fongiques
sont caractérisées par la présence d'une paroi formée en grande partie de polyméres
polysaccharidiques tels que la chitine, le 3-(1,3) glucane ou I'a-(1,2) mannane. Cette structure
est essentielle au cours des différentes étapes du développement du champignon comme la
germination des spores, la croissance du mycélium ou la formation de nouvelles spores. Le (3-
(1,3) glucane et la chitine sont absents chez ’homme et la plupart des animaux, ce qui offre la
possibilité de développer des molécules anti-fongiques spécifiques inhibant les processus de
biosynthese de ces composés.

Depuis quelques années plusieurs produits anti-mycotiques ciblant ces modes d’action ont
été commercialisés ou sont en phase de développement. Les échinocandines (ex : la
caspofongine, 'aculéacine et la micafongine) ou certains terpénoides inhibent spécifiquement
la synthése de a-(1,3) glucane. La nikkomycine Z ou certaines polyoxines inhibent
spécifiquement la synthese de la chitine. Aujourd’hui aucun fongicide a usage agronomique
avec ce type de mode d’action, malgré sa spécificité, n’a encore été commercialisé. La mise en
évidence récente des génomes de plusieurs champignons phytopathogénes ainsi que le
développement des outils moléculaires appropriés permettent de nouvelles approches afin de
mieux connaitre les mécanismes de mise en place de la paroi cellulaire fongique ainsi que leur
régulation. Outre ces connaissances fondamentales, de nouvelles perspectives s’offrent de
développer des fongicides possédant un mode d’action spécifique et parfaitement adapté a

I’évolution des profils requis aujourd’hui.

4.1. Inhibiteurs altérants la paroi
Les composants chimiques de la paroi cellulaire fongique (Figure 23) sont divers dans
chaque classe de champignons, par exemple, cellulose - glucan chez les Oomycetes, cellulose -
chitine chez les Hyphochytridiomyceétes, chitosan - chitine chez les Zygomycetes, chitine -
glucane chez les Ascomycetes et les Basidiomycétes et mannane - glucane - chitine chez les

saccharomycétaceae (Barthai-Garcia, 1968).
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Des colorants comme le colorant rouge congo fluorescent ou le calcofluor blanc sont des
inhibiteurs de la paroi car ils interférent avec I'assemblage des microfibrilles de polyméres
pariétaux grace a leur capacité a se lier a la chitine et au -(1,3) glucane (Roncero et Duran,

1985).

4.2. Inhibiteurs inhibant la biosynthése des composants de la paroi

Les inhibiteurs de la paroi affectant cette fois-ci directement la biosynthese des polymeéres
pariétaux sont décrits. La Nikkomycine Z et les polyoxines sont des inhibiteurs compétitifs qui
affectent spécifiquement les activités CHS et donc la biosynthese de la chitine. Ceux-ci ne se
sont pas avérés suffisamment efficaces in vivo pour étre agréés en pharmacologie. Bien que la
nikkomycine Z ne soit pas utilisée cliniquement, elle montre toutefois une activité significative
in vitro contre la plupart des champignons ascomycetes. Des inhibiteurs non-compétitifs de
I'activité y-(1,3) GS ont été développés et ciblent donc la biosynthése du B-(1,3) glucane. Les
papulacandines (glycolipides) et les échinocandines (lipopeptides) ; Garcia-Effron et al. 2009)
sont les 2 familles d’'inhibiteurs naturels qui ont été découverts. Des analogues synthétiques
des échinocandines sont maintenant commercialisés et utilisés pour le traitement des mycoses
invasives : la caspofongine CAS, la micafongine MICA (MYCAMINE, Astellas Pharma) et
I'anidulafongine ANIDU (ECALTA, Pfizer).

Bien qu’en agronomie aucune molécule inhibant 'un ou l'autre de ces métabolismes n’est
commercialisée a ce jour, les exemples ci-dessus démontrent que ces modes d’actions sont
validés. De nombreuses molécules nouvelles, inhibant le métabolisme pariétal fongique,
pourraient étre trouvées en mettant en place les tests biochimiques ou cellulaires appropriés
pour les cribler. Cependant, il existe un phénomeéne de compensation entre les polysaccharides
pariétaux qui représente un obstacle majeur a ce criblage.

De plus, I'observation par immuno-electro-microscopie des hyphes infectieux indique que I’ a-1,3-
glucane est localisé plus extérieurement dans la paroi cellulaire comparée aux (3-1,3-glucanes. En
effet, les champignons filamenteux ont développé un mécanisme pour empécher leur reconnaissance
par la plante héte et pour se protéger des attaques immunitaires de 'héte. L’ a-1,3-glucan accumulé
interfére avec la digestion de la chitine de la paroi cellulaire par des chitinases. Ainsi, 'a-1,3-glucane
masque les (3-1,3-glucanes et la chitine dans la paroi cellulaire des hyphes infectieux, suggérant que I
a-1,3-glucane protege la paroi cellulaire fongique contre les enzymes digestives produites par des
cellules des plantes pendant l'infection (Rappleye et al. 2007).Un dérivé de cire, chez la plante induit
I'accumulation de a-1,3-glucan par l'intermédiaire de l'activation de la voie de signalisation Mps1.
Ces résultats démontrent que M. grisea change, dynamiquement, la composition des polysaccharides
de sa paroi cellulaire lors de l'identification de la plante (Takashi Fujikawa et a/. 2009). Par ailleurs,
la prolifération végétative exige la réparation de la paroi cellulaire pour adapter son développement
a son environnement. Les composants structuraux principaux responsables de la rigidité de la paroi
cellulaire, chez S. cerevisiae sont des polymeres de 3-1,3-glucane (Klis FM, et al 2002). La biochimie

du complexe d'enzymes qui catalyse la synthése des chaines de B-1,3-glucanes ($3-1,3-glucane
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synthase) a été étudiée intensivement, et trois composants de ce complexe ont été identifiés. Les
agents antifongiques comme l'echinocandine, qui interferent avec la production de (-1,3-glucanes,
devraient inhiber la -1,3-glucane synthase. Ils constituent une des principales classes d’inhibiteurs

visant a traiter des infections fongiques représentant un danger chez 'homme.
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5. Magnaporthe grisea, un modeéle pour I'étude des cascades de signalisation MAP
kinases

Chaque année, la production céréaliére mondiale subit des pertes considérables dues a
I'attaque d’agents pathogénes. Parmi ces agents infectieux, les champignons filamenteux sont
responsables des plus sérieuses épidémies chez les plantes des régions tempérées et tropicales
causant des pertes d'environ 20 % des récoltes mondiales. La lutte phytosanitaire est par
conséquent importante pour limiter ces attaques et les pertes de rendement dans la
production agricole. Le principal probléme réside dans la durabilité des méthodes de lutte face
a l'apparition rapide de variant résistants. Une approche fondamentale constitue un élément
clé pour comprendre les mécanismes qui gerent l'interaction plante pathogéne et ainsi
identifier de nouvelles cibles pour le développement de fongicides permettant d’améliorer la
lutte contre ces maladies.

L'un des agents pathogénes les plus préjudiciables est le champignon filamenteux
Magnaporthe grisea (Pyricularia oryzz) responsable de la principale maladie du riz, la
pyriculariose. Les avancées des connaissances génétiques et biologiques chez le riz et M.
grisea, modele d’agent pathogéne des céréales, font de la pyriculariose un systéme d‘étude
intéressant pour la compréhension des interactions plantes/pathogénes (Talbot, NJ, 2003). En
effet, le riz et M grisea sont actuellement utilisés comme systémes modéles des
monocotylédones et des champignons filamenteux pathogenes (Yuan Q., et al 2001), (Dean R.
A, et al 2005), (Sallaud C., et al. 2003). La séquence complete des deux génomes, ainsi que les
outils moléculaires comme les cartes génétiques et des collections de mutants d’insertion, sont
disponibles. M. grisea est cultivable in vitro, son cycle sexué est maitrisé en laboratoire (Kato
H., 1962) et la plupart des techniques de biologie moléculaire (banque d’ADNc, clonage
positionnel, transformation...) sont également utilisables (Valent B., et al. 1991), (Zeigler R. S,,

1998).

5.1. Systématique de Magnaporthe grisea

M. grisea, champignon filamenteux haploide de la famille des Ascomycetes, infecte plus de
50 espéces de plantes, telles que 1'orge, le blé, le riz, le millet (Ou SH, 1985). La pyriculariose
cause, chaque année, la perte de 10 a 30 % de rendement des récoltes.

Le cycle sexué a uniquement été observé au laboratoire, ce qui permet I'analyse génétique
des souches par croisement tandis que dans la nature, la reproduction se fait de facon asexuée
par la formation de spores tri-cellulaires ou conidies (Talbot N. J., 1995).

Le cycle d'infection de M. grisea (Figure 24) commence par l'adhésion de la conidie sur les
feuilles du riz, possédant une surface hydrophobe due a la présence d’une cuticule cireuse
(Howard R. ] ., et al 1996). L’adhésion s’effectue par I'intermédiaire d’'un mucilage sécrété par
I'apex du tube germinatif des I'hydratation de la spore (Valent B., et al 1998). Ce mucilage
contient des protéines, des lipides, des glycoprotéines et un disaccharide, le a-1,2-mannose. A

I'extrémité du tube germinatif se développe une structure particuliere appelée appressorium.
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Figure 25: Feuilles infectées pdr grisea



(Talbot, 1995). Le premier est une "phase de reconnaissance” ot le tube germinatif choisit la
meilleure surface pour s'y attacher. Des composés comme les monomeres de cutine, ou les
intégrines qui traversent la membrane des tubes germinatifs, semblent étre décisifs dans
I'induction des appressoria. Pendant la maturation, I'appressorium se mélanise permettant
d'établir et de maintenir une pression osmotique interne élevée (Money NP, Howard R], 1996).

Chez M. grisea, 1a pression osmotique est due a 'accumulation de glycérol (Terenzi H. F., et
al. 1999). Des mutants de M. grisea déficients en mélanine ne développent pas de pression
osmotique élevée et sont non pathogénes (ChumleyF. G., et al 1990). Une fois la mélanisation
complete, un hyphe étroit appelé aiguille d’infection se développe et sous I'effet de la pression
osmotique élevée, perfore la cellule végétale. Deux types de réactions sont alors observées : si
la plante reconnait le champignon (interaction incompatible), les réactions de défense sont
rapidement déclenchées et le champignon est stoppé, si la plante ne reconnait pas le
champignon (interaction compatible) de nouveaux hyphes intra et inter- cellulaires se
ramifient dans la plante (phase biotrophe) (Talbot N. J., 2003), (Knogge W., 1998). Puis le
champignon se multiplie dans tous les tissus infectés qui se nécrosent (phase nécrotrophe).
Des lésions apparaissent 24 a 48 heures apres l'infection. Le champignon libére a la fin de son

cycle une quantité importante de spores qui sont ensuite disséminées sur d’autres plantes.

5.2. Pyriculariose du Riz

La pyriculariose du riz est provoquée par Pyricularia oryzae qui, dans sa forme télomorphe
est appelé Magnaporthe grisea. La maladie peut frapper toutes les parties aériennes de la
plante (Figure 25). La plupart des infections se produisent sur les feuilles, faisant apparaitre
des lésions en forme de diamant avec un centre gris ou blanc, ou sur les panicules, qui
deviennent blancs et meurent avant d'étre remplis de grains (Scardii, et al. 1997). M. grisea
peut aussi survivre sur les graines des plantes. Une fois sur la feuille de riz, le champignon
produit rapidement des milliers de spores qui sont portées aisément par l'air, le vent ou la
pluie, sur les plantes voisines.

La pyriculariose du riz a été décrite la premiere fois en Asie il y a trois siecles. Elle est
maintenant présente dans plus de 85 pays s’adaptant aux conditions environnementales (Rao

K. M., 1994).

5.2.1. Méthodes de Lutte
La lutte contre M. grisea repose essentiellement sur l'application de fongicides et sur
I'emploi de cultivars résistants. Les fongicides actuels protégent efficacement les parties
foliaires, mais sont de moindre efficacité en période de floraison rendant la protection des
panicules plus difficile. Les fongicides les plus utilisés sont des inhibiteurs de la voie de
biosynthese de la mélanine, nécessaire a la fonctionnalité de l'appressorium, comme le
pyroquilon, le carpropamide (Bayer CropScience) et le tricyclazole (BASF). La mélanine étant

indispensable a la fonctionnalité de I'appressorium, I'utilisation intensive de ces produits
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depuis 20 ans n’a toujours pas conduit a 'apparition de souches résistantes (Woloshuk CP,
Sisler HD, Vigil EL, 1983). Mais ces fongicides n’ont qu’une activité préventive et il est toujours
d’actualité de rechercher de nouvelles molécules ayant de nouveaux modes d’action et pouvant
étre utilisées en association. Au Japon, une alternative utilisée est I'induction des défenses du
riz par I'application de probénazole qui possede une activité élicitrice (molécule qui déclenche
les mécanismes de défense des plantes). Cependant, la lutte chimique n’est rentable que dans
les zones de production ou le riz est cultivé sur de grandes surfaces (Amérique du Nord et du
Sud) et dans les pays ot la plus-value sur le riz est importante (Japon, Corée du Sud, Chine), du
fait du cott élevé des traitements.

L’utilisation de cultivars résistants est donc le moyen le plus efficace pour lutter contre la
pyriculariose dans les pays en développement, notamment en Asie du Sud-Est. Dans le cadre
de la Révolution verte (politique de transformation des agricultures), des programmes de
sélection basés sur l'introgression de genes de résistance ont permis d’aboutir a des variétés
présentant une résistance totale a M. grisea (Takahashi, 1965). Des souches virulentes
apparaissent tout de méme régulierement, 2 a 6 ans aprés lintroduction des cultivars
résistants (Kiyosawa, 1989). C’est pourquoi différentes stratégies permettant d’obtenir des
résistances durables sont a I'étude comme l'accumulation de génes de résistance ou encore
I'accumulation de résistances partielles controlées par des QTL (locus d'intérét quantitatif).
Mais ces stratégies restent délicates car 'accumulation de génes de résistance risque de se
faire au détriment des caracteres agronomiques. Développer des stratégies de lutte
prophylactique est donc important, notamment dans les petites exploitations des pays en
développement. La gestion des résistances avec des rotations ou l'emploi de mélanges

variétaux devrait étre préconisée dans ces régions.

5.3. Cascades de signalisation MAP kinase de Magnaporthe grisea
D’aprés la revue de Rispaill et al chez M. grisea, il existe trois voies de signalisation
connues, MAP Kinase: PMK1 (Pathogenicity MAP Kinase), OSM1 (Osmoregulation MAP
Kinase) ; homologues aux FUS3/KSS1, SLT2, HOG1, MPS1 (MAP Kinase for penetration and

sporulation) chez S. cerevisiae.

5.3.1. Les trois voies de MAPK impliquées dans la cascade de signalisation

5.3.1.1. PMK1
Certains pathogenes fongiques envahissent les plantes utilisant les structures spécialisées
d'infection appelées « appressoria » qui différencient des hyphes fongiques entrant en contact
avec la surface de la plante. Il est démontré qu'un géne de MAP kinase est essentielle pour la
formation d'appressorium et la croissance infectieuse du M. grisea Le géne Pmk1, chez M.
grisea, est homologue des MAP kinases FUS3/KSS1 de chez S. cerevisiae. Les mutants

AMgPmkl1 ne peuvent pas former un appressoria et ne peuvent pas développer des lésions
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invasives sur les plantes de riz. Ils répondent aux signaux de cAMP pour le début de la
formation d'appressorium. En effet, ces mutants sont non - pathogéniques. Les spores arrivent
a s’attacher et a germer de la méme fagon que celles de la souche sauvage. Le tube germinatif
reconnait la surface hydrophobique et se différencie en des « bodies » gonflées mais n’arrive
pas a se différencier en appressoria. Cela suggere que PmkKl est en aval de la voie de
signalisation cAMP pour la reconnaissance de la surface et la formation des structures
infectieuses. PMK1 est non essentiel pour la croissance végétative ainsi que pour la
reproduction sexuelle et asexuelle dans la culture.

Exprimé sous le controle du promoteur GAL1, chez S. cerevisiae, PMK1 peut restaurer le
défaut d’accouplement du double mutant Akss/Afiis3. Ces résultats démontrent que PMK1 fait
partie d'une voie de transduction de MAPK qui agit coopérativement avec la voie de

signalisation de cAMP pour la pathogénie fongique.

5.3.1.2. OsSM1

Chez M. grisea, Osm1 (Osmoregulation MAPK) a une homologie de 79% avec celui de S.
cerevisiae « Hogl » (Dixon et al 1999).0sml, comme Hogl, contrdle l'accumulation de
'arabitol dans le mycélium mais pas 'accumulation du glycérol pour générer la pression de
turgescence. Il a aussi un role dans la réorganisation de cytosquelette en présence d'une
solution concentrée. En effet, les mutants AMgOsm1 se développent normalement et sporulent
comme la souche sauvage. Par contre, pour le développement du mycélium, ils sont sensibles
aux stresses osmotiques. IIs sont également sensibles a la dessiccation et ils ont des différences
morphologiques avec les cellules d’hyphes de la souche sauvage. Par contre, il a été constaté
que les mutants AMgOsm1 sont toujours capable de se régénérer en présence d'une forte
pression de turgescence. Ceci suggére qu'une autre cascade plus spécifique, indépendante des
mécanismes conservés chez les eucaryotes, est présent chez M. grisea (Dixon et al. 1999).

En effet, il existe une protéine Stell, qui a un role dans la cascade de Hog1l et Fus3/Kss1
chez la levure et aussi chez M. grisea sous le nom de Mst11. Les mutants AMgMst11 sont plus
sensibles que AMgPmkl et AMgMst7 aux stress osmotiques. Ceci suggére que Mst11, comme
Stell joue un role dans la cascade de signalisation dePmk1 et Osm1.

Les homologues des MAP kinases, en aval de Hogl, MAPKKK (Ssk2) et MAPKK (Pbs2) ont
été isolés chez M. grisea. Les mutants AMgSskZ et AMgPbs2 montrent le méme phénotype que
AMgOsm1 (Zhao et al. 2005). 1l est aussi connu qu'Osm1 empéche l'interaction (cross talk)
entre la cascade de stress osmotique et la cascade de Pmk1 (Dixon et al 1999). 1l a été suggéré
qu'Osm1 empéche 'activation de la cascade de Pmk1 pendant un stress osmotique et ainsi,
empéche la formation de 'appressorium (Dixon et al. 1999).

5.3.1.3. MPS1

Les mutants de ce gene sont non - pathogenes chez des plantes de riz. Contrairement aux

mutants nuls de AMgPmkl, ces mutants peuvent infecter les feuilles blessées et peuvent

former des appressoria mélanisés sur une membrane de téflon ou sur une surface
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Infection-Related Behavior of Magnaporthe grisea pmikl, osml, and
mps] Mutants
Plant Invasive
Appressorium  Appressorial defense hyphal
formation” penetration”  responses”  growth®
Guyll (WT) + + + +
pmkl Mutants = = = =
osmi Mutants + + + +
mps] Mutants + - + +

Tableau 3: Comparaison des mutants des genes encodant les MAPHKJ.chregea :A- la formation
d’appressorium est observée sur membrane de Téflon et sur épidermes d’oignon. B — La pénétration
d’appressorium est observée sur épidermes d'oignon. C — Comme réponse de la défense de la plante la
formation de papilla formation ainsi que l'auto fluorescence sur épidermes d’oignon est observé. D - La

formation des hyphes invasives, aprés la pénétration est observée par infection sur des feuilles blesses.



hydrophobique suite a un ajout de 10 mM de cAMP. Par contre, les appressoria formés par les
mutants AMgMps1 sont incapable de se différencier en un hyphe de pénétration. De ce fait, on
peut présumer que MPS1 est essentiel pour la pénétration de I'appressorium (Jin-Rong XU, et
al. 1998). Il est nécessaire pour la sporulation et la maintenance de l'intégrité de la cellule
hyphale.

Ces mutants chez S. cerevisiae subissent une lyse a haute température et ceux de S. pombe
sont sensibles au sel et a la température. Ces phénotypes ne sont pas observés chez les
mutants AMgMps1. Cependant, des phénotypes particuliers sont repérables : la formation de
I’hyphe aérienne, la conidiation, la fertilité des femelles, la pénétration des appressoria. Ceci
démontre que la voie de signal de MPS7 est nécessaire pour la rémodélisation de la paroi
cellulaire en réponse a des stimuli spécifique de développement. MPSI peut aussi étre
nécessaire pour apporter des modifications aux parois des appressoria en réponse a une
augmentation de la pression de turgescence. Les mutants se mélanisent normalement. MPS7
est, aussi, nécessaire pour la polarisation de l'actine du cytosquelette pour faciliter la
formation de la pénétration de ’hyphe.

En conclusion, le tableau 3 résume les divers mutants de MAPK chez Magnaporthe grisea.
Les différences entre ces mutants montrent que chacune des trois voies de signalisation a un

réle différent, chez M. grisea.

5.4.  Voies de signalisation impliquées dans le contréle de I'intégrité pariétale
Chez M. grisea, il existe deux voies de signalisation impliquées dans le contréle de I'intégrité
de la paroi cellulaire. Ces deux voies, la voie de MPS1 et la voie de CRZ1, ont été démontrées

ayant un role important chez S, cerevisiae et chez des champignons filamenteux.
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5.4.1. MPS1

La protéine MgMps1 est déja identifiée par Jin-Rong Xu (Jin-Rong Xu, et al. 1998). Chez la
levure, le mutant nul 4s/t2 (ScMPST) a été complémenté avec succes par 'ORF de MgMps1.
Ceci montre que ScSIt2 et MgMps1 ont une homologie fonctionnelle. Son arbre phylogénique
réalisé a partir de l'alignement des séquences protéiques de ce gene chez S. cerevisiae, S.
pombe et M. grisea montrait que ces protéines sont orthologues. Le mutant 4mps1 obtenu par
Xu et al. montre une autolyse progressive commencant par le milieu de la colonie, récupérée
par l'addition de 1M de sorbitol. De plus ce mutant est hypersensible aux enzymes de
dégradation de la paroi, Novozyme. Ces résultats montrent que MgMPS1 a un role similaire du

gene SLT2 chez S. cerevisae. En effet, il maintient I'intégrité cellulaire chez M. grisea.

5.4.2. CRZ1

Le gene CRZ1 code pour un facteur de transcription, activé en aval de la cascade de
signalisation calcineurine de Ca?*, chez divers organismes, (Hirayama S. et al 2003).
L’orthologue de Crzl, chez M. grisea, MgCrzl, ressemble beaucoup a Crzlp de chez S
cerevisiae en termes de sa structure, sa localisation nucléaire, et sa régulation. En effet, MgCrz1
a deux motifs de doigt de zinc de type « C2Hz » qui sont considérés comme des motifs ADN-
binding, semblables a ceux d'autres orthologues de Crzl chez Aspergillus fumigatus (Von
Zeska Kress, et al. 2008) et Botrytis. cinerea (Tudzynski, et al. 2008), alors que trois motifs
étaient identifiés chez la levure (Cunningham, K. W, et al. 1997). Ainsi, la séquence des acides
aminées de ce motif est bien conservée chez les champignons et surtout, un domaine putatif
de CDD (Conserved Domains Database) et une région riche en serine (SRR) sont identifiés chez
M. grisea. Cependant, les orthologues Crzl chez les ascomycétes filamenteux semblent avoir
évolué différemment de ceux orthologues de la levure et chez les Basidiomycétes parce qu’on
ne trouve pas d’homologie, en dehors de la séquence du motif de doigt de zinc, entre les deux
groupes.

Il a été démontré que MgCRZ1 régule, transcriptionellement, un groupe de géne similaire a
ceux, régulés par la protéine, calcineurin/Crz1lp, chez d’autres champignons (Munro, C. A,
etal, 1997), (Spielvogel, A., et al. 2008) et chez la levure S. cerevisiae (Cunningham, K. W., et al.
1997). En effet, Crz1p induit la transcription de FKS2, les genes de chitine synthase en réponse
de calcium. Il a été montré aussi que I'activation transcriptionelle des génes FKS1, CHS et CHS4,
orthologues de MGG00865.6, MGG01802.6 et MGG09962.6, chez M. grisea, est dépendant da
'activation de calcineurine en réponse de calcium et qu’elle est dirigée par MgCRZ1 (Jinhee
Choi, et al. 2008). De plus, la croissance mycéliale- du mutant de délétion AMgcrz1 diminue
significativement en présence de SDS ou Congo rouge il est hypersensible a la nikkomycin Z et
aux enzymes de dégradation de la paroi cellulaire.

Ainsi, MgCRZ1 semble jouer un réle majeur dans l'intégrité de la paroi cellulaire de M.

grisea, comme chez d’autres champignons filamenteux.
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PROJET DE THESE

Les travaux entrepris dans le cadre de cette these visaient a identifier le role de la MAP
kinase, impliquée dans la voix de signalisation de la régulation et réparation de la paroi
cellulaire, MPS1, chez le champignon pathogéne Magnaporthe grisea. La recherche de ces
cibles ainsi que leurs roles consistaient la deuxiéme partie du projet. Ainsi, différentes étapes
ont été retenues.

En effet, la réalisation des mutants nuls de MPS1 ainsi que ces cibles, suite aux recherches
bibliographiques, étaient le premier objectif. Par la suite, 'analyse phénotypiques ainsi que le
pouvoir pathogéne des différents mutants étaient prévus, afin d’analyser les différences entre
les différents génes cibles, le but étant de comprendre le role des différents génes impliqués
dans cette cascade de signalisation, une analyse transcriptomique était prévue.

De plus, sachant que cette voie pourrait étre une bonne cible des fongicides, des études avec
différents inhibiteurs, fongicides étaient programmées. En effet, les champignons sont
responsables d'un trés grand nombre de maladies des plantes, causant ainsi des pertes
considérables dans les cultures, mais affectant en plus les produits végétaux (fruits, légumes,
céréales, ...) aprés la récolte, au moment du stockage. Certains champignons, comme B. cinerea,
sont capables d’attaquer plus de 250 especes de plantes différentes tandis que d’autres,
comme M. grisea, ont un spectre d’hotes restreint a quelques especes végétales. Les stratégies
infectieuses de ces micro-organismes sont diversifiées et leur résistance croissante aux
antifongiques utilisés aujourd’hui est un souci réel en agrochimie. Le laboratoire mixte CNRS-
Bayer CropScience (UMR 5240) a mis en place depuis plusieurs années des stratégies
moléculaires visant a caractériser des génes impliqués dans le pouvoir pathogéne des
champignons et qui sont des cibles potentielles pour le développement de nouveaux fongicides

sélectifs et respectueux de I'environnement.
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MATERIELS ET METHODES

1. Matériels

1.1. Matériel fongique
Les souches de Magnaporthe grisea utilisées sont les souches sauvages P1.2 et Guy11, ainsi
que la souche Guy11-4ku80 qui proviennent du Centre de coopération Internationale pour la

Recherche Agronomique et le Développement (CIRAD, Montpellier), conservée sur confettis.

1.2. Cultivars de riz et d’'orge
Les plants de riz (Oriza sativa L.) utilisés pour les tests de pouvoir pathogene sont de la

variété Sariceltik et les plants d’orge (Hordeum vulgare L.) de la variété Plaisant.

1.3. Plasmides

Au cours de ce travail, les plasmides suivants ont été utilisés :

@ Le plasmide pCR4 Blunt-TOPO® (Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit® Invitrogen).
Ce vecteur permet le clonage rapide de fragments PCR (ici la construction de remplacement de
géne). Il fait appel a la topo-isomérase I du virus Vaccinia, liée de fagon covalente aux
extrémités du vecteur linéarisé. Il possede le géne ccdB, 1étal pour E. coli fusionné a 'extrémité
C-terminale du fragment Lac Za. L’intégration du fragment PCR interrompt I'expression du
géne de fusion Lac Zo-ccdB, permettant uniquement la croissance des recombinants aprés
introduction dans £. coli. Ce plasmide contient également un géne de résistance a 'ampicilline
et a la kanamycine pour la sélection des bactéries transformées.

@ Le plasmide pFV8 (F. Villalba, Bayer CropScience, Lyon). Ce vecteur contient le
gene de résistance a 'hygromycine cloné entre les deux sites Sfila et Sfilb. Le schéma du

vecteur pFV8 est présenté en annexe 4.

1.4. Souches bactériennes
Pour la transformation dans les cellules compétentes, les kits One Shot TOP 10 Competent
Cells sont utilisés. Il s’agit de souches d’E. coli thermocompétentes cultivées a 37 °C dans le
milieu LB (Luria Bertani). Selon le plasmide utilisé, des agents de sélection appropriés sont

ajoutés au milieu de culture.
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1.5.

Amorces pour PCR

TCTTTACCACATTATCACTCGTTC

GTGAAGGCGGAACCAAAGACCT

CGTTATCCCACACCCCGTTACTC

CCGAGATATTCGACTTCAACTACAGGAA

AGAAAATAGCAACGCCAACGTC

ATTCGAGGGCCTGAGTGGCCCGGTCGTGT

CGCGGTACGA

TAGAGTAGATGCCGACCGGGAACAAGG

CACCGCCTTCCATCG

CACGGCCTGAGTGGCCGCGAGCCACCCAG

TCAAG

AGGGCGAGAACCTGTACTACACGAG

CGGACCTCAAGACGCCCTTTC

TGTCTTCTCGTATTTCGGGTTGCTG

CCTCGCTCTTGACAGCATCGC

GCCTGCGACACATCCCTACCG

GTGGCGAGGGTGAATTAGTGTCG

GGTGATGGTGGCGGCAGG

CTCACCCACCGCCACCACAC

CACGGCCTGAGTGGCCGATTGCTGTGG
T

TGCCTCGTTTATT

GTGGGCCATCTAGGCCTTTGGAGAGG(

CATGAGATACTGCT

ACCTATCCAGGTCCCATTTCTATCCC

TCGGTTCTGTTTGCGGAGTCC

AGTTAGTGCTAGTTCTCTCTCTTATGC

TGTGG

TCACCAAGGAACTCGGTCAGGG

ACCAGCGTTCTCCTCAGGGTCC

AAGTTGAAGGTGGTCGGGCAGTC

CGCCCAGATAACTTCAACGAGACC

GTGGGCCATCTAGGCCCCGCACGCCTC
C
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GTGGGCCATCTAGGCCCGAGATGCCTGA

GTTGCCCAG

CACGGCCTGAGTGGCCGCGAAAGCTATGC

GGTGGCA

TTGACCACCAACCAGCTCCAGAC

GTATCCAAGCAAATCACTGGCAACTG

CGCCGCCGTTGTGAATTACCTA

TCAACCAATACCCAAATCTTCCACTTC

ATTCGAGGGCCTGAGTGGCCATAGGCCTGAGTGGC(

CGAGATGCCTGAGTTGCCCAG

TAGAGTAGATGCCGACCGGGAACTGGGC

CATCTAGGCCGCGAAAGCTATGCGGTGGCA

ACACGGCTCCTCCATTCCCTTC

GAGATTGCTGGGCTGTGCGAC

AGGCTCTCGCTGAACTCCCCAATG

CATTGGGGAGTTCAGCGAGAGCCT

GGCCACTCAGGCCCTCGAAT

GCTACA

CACGGCCTGAGTGGCCCGATGATGTCT
G

GTTTCGCACG

GCCCTCCTGACTGACTTGCGA

GGTTGGCGTTTGGGATGCG

CGACTTAGGCTCGTGTTCGTAGACG

GATGAGGATGGCTGAAACGAGGA

ATCGTATTAAGTAGCAGGAAAGGGAG
AAA

CGGGCAGTGTCCACCTCGTT

CTTTGATCGTGAACTCGTCTTCGTATG

TGACGAGGACGACACACCAGATAAC

GTGGGCCATCTAGGCCCGATGGGTTGT
G

ATTCCTTGTTGG

CACGGCCTGAGTGGCCACACCACATT

GACCCGGACCAC

TCCGAACAGCAACCAAGAGGTCA

AGGTTCTCCTTCCCACGGTTACAAA







GTTCCCGGTCGGCATCTACTCTA

ATTCGAGGGCCTGAGTGGCCGTACT

ACCACATCTAATTCTGTCGAGGGCACGCA

TCATAT

TAGAGTAGATGCCGACCGGGAACAGGCT

TCCGTGCTTGCCGT

ACTGTCAAATGTCGCAGAACTGGG

ACCTGTATGTGCTGTGTGCCGC

CCCGCATGACTAGCCTTGTTCAG

GCCCAACCCGACAGCATAGGA

CCAGGACTACCCAGCGATGCAG

ATTATCCTTCCGTTCTTTGACCACCC

TAGAGTAGATGCCGACCGGGAACTG

CCTGTCTAGGCTGGTGAGCTG

ATTCGAGGGCCTGAGTGGCCACCGTCTTT

CCTCCGTCTTGTCTTT

CTCCTGCATGCTACTGGTCA

ATGCAGGGCATGGAGAAAGA

GTGGCGAGGGTGAATTAGTGTCG

CGATAAAGGGCAAGCTGGTCGA

CGAAGCAGCGTACCACACCAGTC

ATTCGAGGGCCTGAGTGGCCCCTGAGT

GGCCCGATGGGTT

TAGAGTAGATGCCGACCGGGAACCCA1

CTAGGCCACACCACATTGAC

TGTTCGGCAAGGAGCTGCTAATG

TTCTCACTCTTCCAATCTCCAACTCCC

CAACTGTTGGGAAGGGCGATC

GCAATTCCCGTGCAATAATCA

TGTATCGTGTGCTGAATTCATATATGA
C

CATGATTACGCCAAGCG

GGGAGACATAGCTGTGTCTTTATGAC
A

TGATTACGCCAAGCG

GACAAGGCGTAGTGATGGCG

ATTAACCCTCACTAAAGGGA

TAATACGACTCACTATAGGG

CAATTAACCACCAACTTGTACTGTCGG
G

TTCCCGGTCGGCATCTACTCTA
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CCCACTCGTATGCTCCCACGTC

GCTCTAGATATCGATCGTCTTCGGCCA
C

TCAGGCCCTCGAAT

GCAGGCTGTGTTTTAGCACTGCT

GTCAATTAACTGGCACACCTACCCAAG

GACGGCACTCATCCCAAACG

GCTTGTGGAGGTGACCTTATTGGTGT

1.6. Amorces pour qPCR

GCCCGCAAGCCCAAGT

GTCAGATTTGCCGTCACCAA

AACCCCCAACCGTCTCAAAC

GAGTCGCGTCGAAGGATGA

GGGCGATGACGATGATGAG

GCATCATGTGCGCATCCA

TCAACACACCCACCAAGGAA

TCCGCACCTGAATTGTACATCT

CTGCGGCCTGAAGTACATACAC

AGCAAGTTTCCGGGTTTCAA

GCACCTTTCAACGACGA

GCCGTGTTTTGGTTCTTTGT

AGCCGTCTCCTCTGAACAAG

TTCATGAGACTTGCGTCGTG

CAGCCTCGGTGCCATCAT

CTCCGTCTCAAACTCCAAACG

CTCAGGAAGGCGGACAACA

CGCTCGGTCGGTGTGTACT

GCAAACCCAAGCAACCAAA

GCTACTGCGCGGGCTTT

CGGCAGCACCACATTCTTCT

GCTAGATGAAGCCATGGACACA

TAGCGTACTTGCTGCCATTG

CAGCCCATGGAGTACCACTT

ATCCTGATGTCGTTCTTGC

GGTGAGACTGTCGGGGAATA

TTCTTCAGCGGCGTCGTT

GTGGGCGATGGCGTAGAT

36






CHS8F CGCAAGGCTGATCTCCTAGAGA CHSDF AAGAGCATCGACGTCACTTACAAG
CHS8R ACTGCGTCGGAGTTGTCAAAG CHSDR CTTTTGGCAGTGACGCTTACC
CHS2bisF TCCGCCGCTGCAGATAA CHSF TCTCGGCGTAACATTGACGAT
CHS2bisR GACTGCGGCGGTTTGC CHSR GCTTGCGACAAGGCTATGC
GFAF GGTGCCTACGGTCTGTTGATC
GFAR ATGACAAGTGGCGAACCCTTA

2. Méthodes Bio-informatiques

2.1. Séquengage de '’ADN
Les séquencages ont été réalisés par la société « Génome Express » (Meylan, France), a

partir de plasmides purifiés (3 ug/séquence) ou de produit PCR purifié.

2.2. Analyse des séquences

Pour caractériser les génes MPS1, SWi4, SWi6, RLM1, CRZ1, AGS1, IDC1, CAS5, il a fallu
rechercher les séquences génomiques et peptidiques correspondantes, chez M. grisea, ainsi
que chez F. coliy N. crassa, A. nidulans, A. thaliana.

Les alignements de séquences nucléotidiques et peptidiques ainsi que les arbres
phylogéniques sont réalisés griace au logiciel «BLAST» du site NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), dans la banque de données développée par Bayer
Cropscience,  (http://bioinfo.evry.fr.bayercropscience/Projects/MAGNA/index.html). Les
structures des genes sont réalisées grace au logiciel FGENESH, disponible sur le site Softberry
(http://www.softberry.com/cgi-bin/programs/gfind/fgenesh.pl); les recherches de motifs et
de domaines conservés des séquences peptidiques sont effectués sur le site de NCBI (logiciel
Pfam, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST /blast.cgi). Le logiciel Vector NTI “(In Vitrogen) est
utilisé pour le traitement des données issues du séquencage, notamment pour réaliser des
alignements de séquences nucléotidiques, protéiques, les arbres phylogénétiques et les cartes

de restrictions.

2.3. Alignements des séquences et Arbres phylogéniques
Les alignements des séquences sont réalisés avec ClustalX. Par la suite, les alignements sont
mis sous format Phylip, afin de pouvoir réaliser I'arbre phylogénique a l'aide du logiciel

PHYML.
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3. Méthodes de Biologie Moléculaire

3.1. Extraction de ’'ADN génomique

Les extractions d’ADN génomique sont réalisées a partir de 20 a 30 mg de mycélium
lyophilisé selon le protocole utilisé au laboratoire.

10 a 15 implants (2x2 mm) d’une colonie sont ajoutés a 5 mL de milieu TNKYE et la culture
est effectuée a 26°C sans agitation. Au bout de 5-6 jours, lorsqu’une galette de mycélium a
couvert la surface du milieu (et avant la mélanisation du champignon), celle-ci est récupérée,
séchée sur du papier absorbant, congelée dans de I'azote liquide, lyophilisée pendant une nuit
puis conservée a -80°C. Les mycéliums sont ensuite broyés 2 fois 30 s a 30 agitations par
seconde. Le broyat est dissous dans 600 pL de tampon d’extraction (Tris-HCl 50 mM pH 7,5,
EDTA 100 mM, SDS 0,5%, Acétate de sodium 300 mM pH 6, Protéinase K 50 pg/mL), vortexé
puis incubé 1 h a 65°C. 1 volume d’Aquaphénol est ajouté puis les échantillons sont centrifugés
a 4°C (5 min, 13000 rpm). Les surnageants sont récupérés puis mélangés a 1 volume de
chloroforme/alcool isoamylique. Aprés centrifugation a 4°C (2min, 13000 rpm), les
polysaccharides sont précipités par 'ajout de 0,5 volume d’acétate d’'ammonium 7,5 M et une
incubation de 15 min dans la glace puis ils sont éliminés par centrifugation a 4°C (30 min,
13000 rpm). L’ADN présent dans les surnageants est précipité par l'ajout de 0,7 volume
d’isopropanol et récupéré par centrifugation a température ambiante (10 min, 13000 rpm).
L’ADN est lavé avec 500 pL d’éthanol 70% puis séché a l'air et repris dans 50 uL. d’eau. Apres
1 h d’incubation a 37°C en présence de 10 pg de RNase, la concentration d’ADN est estimée sur

gel d’agarose en comparaison de dépots de quantités connues.

3.2 Amplification de ’ADN par PCR
La PCR, « Polymerase Chain Reaction » permet d’amplifier un fragment donné d'ADN a
I'aide d'un couple d’amorces et d’'une polymérase. Au sein du laboratoire, la Taq polymérase
(Sigma), la Pfu Turbo (Invitrogen), la Phusion (Finnzymes) sont les polymérases les plus

utilisées.

3.3. Extraction d’ADN plasmidique
Les extractions d’ADN plasmidique sont réalisées a 1 ‘aide de kits QIlAprep spin Mini (ou
Midi) prep Kit de Quiagen selon le protocole fourni par le fabriquant. Le principe de cette
extraction est une lyse alcaline, suivie d'une précipitation des débris cellulaires a I'aide de sels

et d'une purification de I'ADN plasmidique par chromatographie échangeuse d’anions.

3.4. Digestion par des enzymes de restriction
250 ng d’ADN sont digérés dans un volume final de 20 pl avec 1 U d’enzyme de restriction

et le tampon spécifique de celle-ci, dans les conditions recommandées par le fournisseur (New
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England Biolabs) pendant 1 a 2 heures. De la BSA (Bovine Serum Albumine) a 100 pg/ml est

ajoutée si nécessaire.

3.5. Electrophorése sur gel d’agarose
L’électrophorése sur gel d’agarose permet la séparation de fragments d’ADN selon leur
taille dans un gel horizontal contenant 1 % d’agarose (P/V) dissous dans du tampon TAE 1X
contenant du Bromure d’Ethydium (BET 0,2 pg/ul). La visualisation des fragments d’ADN

s’effectue par I'’émission de fluorescence sous UV.

3.6. Purification des fragments d’ADN
Les bandes d’intérét découpées du gel sous UV sont purifiées a I'aide du kit «GFX™ PCR DNA

and Gel Band Purification Kit » d’Amersham ou « QIAquick PCR Purification Kit » de Qiagen.

3.7. Ligation des fragments d’ADN
La réaction de ligation entre les régions flanquantes gauche et droite du géne d’intérét et le
geéne de résistance a 'hygromycineest réalisée a 18 °C pendant 12 heures avec la T4 DNA ligase
(2,5 U, Roche) du bactériophage T4. Le tampon de ligation contient 'ATP nécessaire a la ligase
pour la formation des liaisons phosphodiesters entre les trois parties ainsi que les composants

utiles a I'activité de I'enzyme.

3.8. Principe de ligation a trois voies
La ligation est réalisée avec 100 ng de chaque fragment de la construction (FG-hygro-FD)
pendant une nuit a température ambiante a I'aide de 5 unités de T4-ligase (Roche). Le produit
de ligation de la construction gene/\hygro est amplifié par PCR a l'aide des amorces
« geneprimer8» et «geneprimer 9 situées a I'intérieur des régions flanquantes. Le produit PCR

est isolé et purifié (Figure 26).

3.. Principe de la PCR double joint

La PCR double joint est une réaction composée de trois étapes (Figure 27).

Les températures d’hybridation des amorces sont calculées sur le site de Finnzymes. La
premiére étape consiste a amplifier des fragments séparés. La séquence de 'une des deux
amorces utilisées pour amplifier chaque fragment possede une séquence supplémentaire
capable de s’hybrider au fragment auquel il sera rattaché. Les fragments amplifiés sont ensuite
purifiés sur gel. Au cours de I'étape 2, les différents fragments amplifiés sont réunis dans les
mémes proportions (1: 1: 1). Ce mélange réactionnel est complété d’enzyme, de dNTP, de
tampon et d’eau, mais pas d’amorce, et une réaction d’amplification est réalisée. Les zones de

recouvrements existantes entre les différents fragments servent d’amorces pour
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I'amplification du fragment d’ADN final. 10 cycles de PCR sont effectués (Tableau 4) et les Tm

utilisés dans le programme de PCR sont ceux des régions complémentaires.

Etape Conditions de PCR
Dénaturat 9
1 30s
ion 8°C
Dénaturat 9
2 10s
ion 8°C
3 Hybridati T 10
on m min
4 Elongatio 7 30s
n 2°C /kb
c Elongatio 7 10
n 2°C min
4
(0]
°C
10 cycles de
I'étape 2 a4

Tableau 4 : Description du programme PCR de I'étape 2 de la PCR double joint.

Au cours de l'étape 3, 0,5, 1, 2 ou 4 pL. du mélange PCR précédent sont utilisés pour
effectuer une derniére réaction d’amplification avec les amorces internes dans des conditions

standard.

3.10. Transformation bactérienne
Les transformations sont réalisées a partir d’'un aliquote de bactéries thermocompétentes
commerciales «ZeroBlunt® TOPO® PCR cloning Kit de Invitrogen» ou DH 50T1R et de 5 pl de

produit de ligation.

3.11. Southern Blot
Le principe d’'un Southern Blot est de visualiser et cartographier un fragment du génome

(ADN) dont on possede une sonde.






2 ng d’ADN génomique sont digérés pendant une nuit a 37°C (volume final de 100 pL) par
une enzyme de restriction appropriée (100 unités) et soumis a une électrophorese sur un gel
d’agarose 1%. L’ADN est ensuite transféré sur une membrane de nylon (Qbiogene). La
membrane est préhybridée dans 25 mL de solution de préhybridation (SSC 6X, SDS 0,1%,
Denhardt’s 5X) pendant une journée a 65°C. La sonde est préparée en incubant 20 ng d’ADN et
5uL de primer (« Megaprime DNA Labelling System» (Amersham)) 5min a 99°C puis
refroidie a température ambiante. 10 pL de buffer (kit), 2 uL. d’enzyme (kit) et 25 pCi de [a-
32P]-dCTP sont ajoutés au mélange qui est incubé 20 min a 37°C. Apres purification sur
colonne (« ProbeQuant G-50 Micron Columns» (Amersham)), la sonde est incubée 5 min a
95°C, refroidie dans la glace, brievement centrifugée puis déposée au fond de I'ampoule avec la
membrane. L’ensemble est incubé pendant une nuit a 65°C. La membrane est lavée deux fois
30 min avec 25 mL de solution de lavage (SSC 2X, SDS 0,1%) puis séchée. Le signal est révélé
par I'intermédiaire d’'un écran de phosphore (Molecular Dynamics), apres une exposition de
quelques heures ou plus selon I'intensité du marquage, a I'aide d'un Phospholmager Storm 820

(Molecular Dynamics).

3.11.1. Transfert d’ADN génomique sur membrane de nylon
5 ng d’ADN génomique sont dans un premier temps digérés par une ou des enzymes de
restriction. Ces enzymes sont choisies de maniéere a mettre en évidence une partie ou la totalité
du gene étudié afin de pouvoir différencier les mutants de délétion des transformants
ectopiques. Une séparation par électrophorése sur gel d’agarose a 1 % des fragments d’ADN
est réalisée sur la nuit. A la suite d'un contréle sous UV de la digestion, le transfert de ’ADN sur
membrane de nylon Hybond-N+ (Amersham) est réalisé selon le protocole utilisé au

laboratoire.

3.11.2. Marquage de la sonde
Une sonde moléculaire est synthétisée de maniére a s’hybrider avec la séquence a mettre en
évidence. Le marquage radioactif de cette sonde est réalisé par la méthode d’amorcage
aléatoire a I'aide du kit Megaprime DNA labelling System™ (Amersham) selon le protocole du
fournisseur. La sous-unité Klenow de I'’ADN polymérase I permet I'incorporation du dCTP32
dans les fragments néo-synthétisés (1,85 MBq/sonde). Les sondes ainsi marquées sont

purifiées sur colonne ProbeQuant™ (Amersham).

3.11.3. Hybridation
La membrane est pré-hybridée dans une solution de SSC 6X / SDS 0,5 % / Denhardt’s 5X
pendant 30 minutes a 65 °C dans un four a hybridation. La sonde radioactive, dénaturée a 95
°C pendant 5 minutes, est ajoutée au tampon de pré-hybridation. L’hybridation de la

membrane avec la sonde radioactive s’effectue a 65 °C pendant 16 a 18 h. Apres hybridation, le
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tampon d’hybridation est éliminé et deux lavages dans le tampon SSC 2X / SDS 0,1X (10 min a

65 °C) sont réalisées.

3.11.4. Exposition et révélation de la membrane
Apres hybridation, la membrane est enveloppée dans un film Sarran-Wrap puis elle est
exposée contre un écran photosensible Phosphoimager (Molecular Dynamics). La durée
d’exposition varie de 5 a 24 h selon l'intensité des signaux. La lecture est réalisée a 'aide du

logiciel ImageQuant™ (Molecular Dynamics).

3.12. Extraction des ARN totaux de champignon filamenteux
3.12.1. Préparation des échantillons

La préparation commence par une pré-culture de 48 heures. Pour ceci, dans un erlen de
500 ml, une vingtaine d'implants de la souche étudiée est laissé pousser en présence de 200 ml
de milieu minimum. Apres 48 heures, dans l'infors a 26°C et avec une agitation de120 rpm,
cette culture est centrifugée pendant 10 minutes a 1000 rpm et est récupérée dans des falcons
de 50 ml. Ensuite le broyat est obtenu, a I'aide d’'un blender suite a un broyage de 2 fois 1
minute. 2 ml de ce broyat est ajouté dans un erlen de 100 ml avec 50 ml de milieu minimum.

Ainsi commence la deuxieme étape, dans l'infor, pendant 16 heures.
Apres 16 heures, cette culture est ré centrifugée et broyée. Suite a une mesure de DO a 620,
5 ml de ce broyat a DO 0.1 est déposé dans les plaques 6 puits. 48 heures apres, la dose
d’'inhibiteurs est ajoutée a cette culture. Les échantillons de 6 puits sont récupérés apres 1
heure d’incubation dans l'étuve a 26°C. Les mycéliums sont récupérés suite a une

centrifugation pendant 10 minutes a 4000 rpm.

3.12.2. Extraction des ARN totaux

Les échantillons sont congelés dans de l'azote liquide, lyophilisés pendant une nuit puis
conservés a -80°C. Les mycéliums sont ensuite broyés 2 fois 30 s a 30 agitations par seconde.
Les ARN totaux sont alors extraits suivant le protocole « Purification of total RNA from plant
cells and tissues and filamentous fungi» du kit « RNeasy Plant Mini Kit» (QIAGEN), en utilisant
le tampon RLT, avec un traitement sur colonne a la DNase de 45 min a 37°C (au lieu de 15 min
a température ambiante). Certains ARN ont aussi été extraits par la méthode du « Hot Phenol»
(travail réalisé en collaboration).

Les quantités d’ARN obtenues sont dosées par spectrophotométrie (NanoDrop®). La qualité

des ARN est vérifiée par électrophorése capillaire en utilisant le Bioanalyser 2100 (Agilent).

3.13. Transcription Inverse
5 pg d’ARN totaux sont utilisés pour étre rétro-transcrits en ADNc griace au Kit

Thermoscript™ RT-PCR System (Invitrogen). Les ARN dénaturés sont retro-transcrits a l'aide
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de la thermoscript RT, les ARN non retro-transcrits sont dégradés avec la RNase H. Les ADNc

obtenus sont purifiés et déposés sur gel pour vérification.

3.14. PCR quantitative

La PCR quantitative permet d’analyser le niveau d’expression d'un géne d’intérét. Au
préalable, 2,5 ug d’ARN totaux sont utilisés pour la synthése des ADNc par transcription
inverse a l'aide du kit « Thermoscrip™ RT-PCR system» (Invitrogen) en suivant les
recommandations du fabricant. Une fois la réaction achevée, 'ARN est dégradé par un
traitement a la RNAse.

La PCR en temps réel est réalisée selon le protocole du kit « Power SYBR® Green PCR
Master Mix» (Applied Biosystems) sur un ABI PRISM (Applied Biosystems). La quantification
est basée sur la mesure de la fluorescence d'un agent intercalant, le SYBR Green. Ce produit
émet une fluorescence lorsqu’il est lié a I’ADN double brin et n’inhibe pas la réaction de PCR. La
fluorescence mesurée est directement proportionnelle a la quantité de produits générés
pendant la réaction de PCR et est mesurée a la fin de chaque étape d’élongation. La
représentation des mesures obtenues en fonction du nombre de cycles donne une courbe
sigmoide. Le nombre minimal de cycles permettant la détection d'une fluorescence
significative est appelé Ct (threshold cycle) et est fonction de la quantité initiale d’ADNc.

La séquence des amorces utilisées est déterminée par le logiciel « Primer Express»
(Applied Biosystem). Ce logiciel génere des couples d’amorces dont la température de fusion
est comprise entre 58°C et 60°C, pour générer un amplicon de 60 a 100 nt de longueur. La
concentration de chacune des amorces est optimisée afin d’obtenir un maximum
d’amplification spécifique pour un minimum d’amplification parasite (dimérisation des
amorces vérifiée par une amplification sans ADN). L’efficacité des amorces est également
vérifiée en amplifiant une gamme de dilution d’ADN génomique. La pente de la courbe obtenue
permet d’évaluer l'efficacité de la PCR qui doit étre proche de 2 (100%). Les différents essais
pour chaque condition analysée sont réalisés. L’analyse des résultats est effectuée en utilisant
la formule d’expression relative 2-84Ct ot AACt= (Ctgéne d’intérét - Ctgéne de référence)

condition test - (Ctgéne d’intérét - Ctgene référence) condition référence.

3.15. Analyse transcriptomique

3.15.1. Préparation et marquage de 'ARNa
Les ARNa (ou ARN antisens) sont préparés a partir des ARN totaux (500 ng) en utilisant le
protocole du kit « Amino Allyl MessageAmp™ Il aRNA Amplification Kit» (Ambion) selon les
recommandations du fabriquant. Cette technique permet 'amplification linéaire de 'ARN selon
la méthode d’Eberwine et al. (179). Apreés transcription inverse des ARN en un ADNc double
brin, une étape de transcription in vitro permet d’obtenir un ARN antisens ou ARNa. Un

nucléotide modifi¢ (UTP amino allyl) est incorporé lors de cette étape pour permettre le
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couplage ultérieur de sondes fluorescentes Cyanine 3 (Cy3) ou 5 (Cy5) NHS ester (GE
Healthcare). Le rendement d’amplification est de 100 a 1000 fois la quantité d’ARNm de
départ. Pour le marquage avec les fluorophores, 5 pg d’ARNa sont utilisés. A partir de ce stade,

toutes les étapes sont réalisées a I'abri de la lumiere.

3.15.2. Quantification des ARNa marqués
Le programme « Microarray» du Nanodrop® est utilisé pour quantifier 'incorporation des
sondes fluorescentes par mesure des absorbances (550 nm pour Cy3 et 650 nm pour Cy5). Le
nombre de molécules de fluorophores incorporées par 1000 bases est donné par la formule :
N= (Adye/A260)*(9010/coef ext)*1000 ou coef ext est le coefficient d’extinction de chaque
sonde. Le volume d’échantillon nécessaire pour I'hybridation correspondant a 50 pmol de

fluorophores est ensuite calculé.

3.15.3. Hybridation et lavage des lames (format 22K)

Nous disposons au laboratoire de la technologie Agilent double couleur permettant de
mesurer l'expression différentielle des génes entre deux conditions (dans notre cas,
comparaison mutant/sauvage). Les ARNa marqués sont fragmentés selon le protocole
d’Agilent. Les ARNa marqués (50 pmol) sont réunis dans un Eppendorf1,5 ml et fragmentés
30 min a 60°C dans un volume final de 250 pL. La fragmentation est arrétée par addition de
250 pL. de tampon d’hybridation avant de déposer le mélange sur les lames « Magnaporthe
grisea V2 Oligo Microarray Kit with SurePrint Technology» (Agilent). L’hybridation est
effectuée dans un four (Robbins Scientific) pendant 17 h a 60°C a 4 rpm. Apres hybridation, les
lames sont lavées a l'obscurité et sous une hotte a charbon actif pour éliminer toute trace
d’ozone qui dégrade spécifiquement le fluorophore Cy5. Trois bains successifs sont utilisés.
Tout d’abord, les lames sont plongées dans un bain de « Wash 1» (Agilent, composition
inconnue) pendant 1 min sous agitation faible, puis transférées 1 min dans un bain de « Wash

Z» (Agilent). Un dernier lavage de 15 s dans de I'acétonitrile permet de sécher les lames.

3.15.4. Lecture des lames
Les lames sont scannées a I'aide du scanner Agilent placé sous hotte a charbon actif. Les
lames sont successivement lues a 100% puis 10% de la puissance des lasers pour obtenir les

valeurs des spots saturés lors de la lecture a 100%.

3.15.5. Analyse des résultats

3.15.5.1. « Agilent feature extraction »

Ce logiciel (version 9.1) permet d’extraire les données a partir des images virtuelles des

lames scannées. Il s’agit de positionner une grille sur I'image en utilisant des controles situés






sur les coins de la puce. Les spots non intégrés dans la grille (mauvaise uniformité de couleur,
de taille, de forme...) sont dits masqués. Le logiciel crée également un fichier de contréle
dénombrant le pourcentage de spots non conformes, leur répartition sur la lame et celle des
spots différentiellement exprimés. Un fichier de données brutes est enfin généré qui sera

utilisé par la suite.

3.15.5.2. « GeneData Expressionnist Refiner Array »

« Refiner» est un programme qui utilise les fichiers issus de I'extraction des données et les
rend compatibles avec le logiciel d’analyse (« GeneData Expressionist Analyst»). 1l crée des
fichiers qui regroupent les valeurs des intensités de fluorescence absolues (deux fichiers) et un
fichier de ratios. Le logiciel permet également d’apprécier la qualité globale des lames selon

des parametres prédéterminés.

3.15.5.3. « GeneData Expressionist Analyst »
Ce logiciel permet de visualiser et de traiter les données issues des lames, qu’elles soient

absolues ou relatives.

4. Méthodes de Biologie Cellulaire

4.1. Conditions de culture

Le champignon est cultivé a I'obscurité a 26 °C en boite de Pétri, en boite 4X4 ou en boite de
culture cellulaire sur milieu gélosé. Les différents milieux utilisés sont :

@ Le milieu riz : Farine de riz 2%, Glucose 1%, KH2PO4 0,2%, KNO3 0,3%, Agar 1,5%,
pH ajusté a 6, milieu riche utilisé pour la sporulation.

@ Le milieu minimum : Glucose 1%, NaNo3z 0,2%, KH2PO4 0,2%, MgS04 7H20 0,05%,
CaCl; 2H20 0,01%, FeSO4 7H20 0,0004%, Microéléments 1X, + Agar 1,5%, pH ajusté entre 5,5
et 5,8. Milieu dépourvu d’acides aminés permettant de mettre en évidence des mutants
auxotrophes pour un acide aminé donné.

@ Le milieu Tanaka-YE gélosé : Glucose 1%, NaNo3 0,2%, KH,P04 0,2%, MgS0O. 7H,0
0,05%, CaCl; 2H20 0,01%, FeSO4 7H20 0,0004%, Microéléments 1X, Yeast extract 0,2%, + Agar
1,5%, pH ajusté entre 5,5 et 5,8. Milieu riche permettant la croissance du champignon mais pas
sa sporulation. Il est utilisé additionné d’hygromycine pour la sélection des mutants.

@ Le milieu Tanaka -YE liquide : utilisé pour la culture pelliculée de mycélium en vue
des extractions d’ADN et d’ARN.

@ Le milieu Tanaka - YE avec saccharose : Milieu utilisé pour aider certains mutants
de se développer, avec 1 M de saccharose.

@ Le milieu Potato Dextrose Agar (PDA) : Potato infusion 0,4%, Glucose 2%, Agar

1,5%, utilisé pour observation sous microscope des mycéliums.
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@ Le milieu Sweigard : Yeast nitrogen base without aa 0,16%, L-asparagine anhydre
0,2%, NH4NO3 0,1%, Glucose 1%, Agar 1,5%, utilisé pour la transformation avec glufosinate.

@ Le milieu Complet : 50 mL 20x Nitrate salts, 1 mL Trace elements, 10 g D-Glucose,
2 g Peptone, 1 g Yeast, Extract, 1 g Casamino-acids, 1 mL Vitamin solution, pH ajusté a 6,5 avec
NaOH £ 15 g agar. Milieu favorisant la sporulation ainsi que la confetisation.

@ Nitrate salts : 120 g NaNO3, 10.4 g KCL, 10.4 g MgSO4 7HOH, 30.4 g Kh2P04

@ Trace elements: 80 mL eau, 2.2g ZnS04 7HOH, 1.1g H3B03, 0.5g MnCl2 4HOH, 0.5g
FeSO4 7HOH, 0.17g CoCl2 6HOH, 0.16g CuSO4 5HOH, 0.15g Na2ZMo0O4 2HOH, 5g Na4EDTA. Il
faut ajouter les composés dans 'eau dans l'ordre, faire bouillir, puis faire refroidir a 60 degrés,
ensuite, équilibrer a pH 6.5 avec KOH. Enfin, il faut laisser refroidir puis ajuster a 100mL avec

de l'eau.

4.2. Obtention et transformation des protoplastes
Des protoplastes issus de la souche P1.2 de Magnaporthe grisea sont utilisés pour la

transformation. Celle-ci est effectuée selon le protocole utilisé au laboratoire.

4.3. Sélection secondaire des transformants
Chaque transformant primaire est repiqué sur milieu Tanaka-YE en présence
d’hygromycine 120 pg/mL. Les transformants stabilisés sont ensuite repiqués sur milieu

minimum afin d’observer un phénotype particulier (auxotrophie) et ainsi de les identifier.

4.4, Purification par monospores
Une purification des transformants est nécessaire afin d’éviter les mélanges de souches.
Pour cela, les transformants sont repiqués sur milieu riz pendant 8 a 10 jours afin d’obtenir
leur sporulation. Un implant de mycélium est prélevé et appliqué sur milieu eau gélosée pour
que des spores s’y déposent. Les spores sont incubées a 26 °C pendant 12 a 16 heures afin
d’obtenir leur germination. Les spores germées sont prélevées indépendamment puis sont
isolées sur milieu Tanaka-YE contenant I'agent de sélection (hygromycine). Les boites sont

incubées pendant 8 a 10 jours a 26 °C a I'obscurité.

4.5. Conservation des mutants sur confettis
Les transformants stabilisés et purifiés sont repiqués sur confettis (disques de papier filtre)
et déposés sur milieu complet. Apres incubation a 26 °C a 'obscurité, les disques recouverts de
mycélium sporulant sont retirés du milieu de culture et séchés a 37 °C. Les disques sont

ensuite conservés dans des sachets stériles scellés sous vide et stockés a -20 °C.

46






4.6. Tests de pouvoir pathogéne

4.6.1. Sur plantes entiéres de riz et d’orge

Les mutants identifiés et purifiés sont repiqués sur milieu riz puis incubés a 26 °C pendant
7 jours afin d’obtenir leur sporulation. Une suspension de 1.103 spores réalisée a partir de ces
cultures est répartie sur milieu riz puis incubée pendant 10 a 14 jours afin d’obtenir des spores
synchrones. Les spores sont récupérées en raclant la surface des boites en présence d’eau.
Elles sont ensuite centrifugées 10 minutes a 1000 rpm a 4 °C puis re-suspendues dans I'eau.
Les suspensions de spores sont calibrées a 3.10* spores/ml. 10 ml de suspension additionnée
de 0,3 % de gélatine (favorisant la fixation des spores sur les feuilles) sont pulvérisés sur
différents cultivars d’orge ou de riz au stade quatre feuilles. Avant inoculation, les plants de riz
sont traités au sulfate d'ammonium afin de les rendre plus sensibles a l'infection. Les plantes
sont placées une nuit en chambre humide puis sont transférées en serre a 25 °C et 50 %

d’humidité relative. Les symptémes sont observés aprés 7 et 14 jours d’incubation.

4.6.2. Sur feuilles d’orge en survie
Deux gouttes de 35 pl d'une suspension de spores synchrones calibrée a 3.105 spores/ml
sont déposées sur un fragment de feuilles d’orge en survie sur de l'eau gélosée 1 %
additionnée de kinétine (2 pg /ul) L’apparition des lésions est observée apres 4 et 8 jours

d’incubation a 26 °C.

4.7. Cytologie

4.7.1. Développement d’appressoria sur membrane de Téflon
Deux gouttes de 35 pl d'une suspension de spores synchrones calibrée a 3.105 spores/ml
additionnée de 0,5 mM de 1-6 hexadécanediol (produit hydrophobe mimant I’hydrophobicité
des feuilles de plantes) sont déposées sur des morceaux de membrane de téflon et mis a

incuber a 26 °C. Les observations de cytologie sont effectuées a T = 24h.

4.7.2. Infection d’épiderme d’oignon
Deux gouttes de 35 pl d'une suspension de spores synchrones calibrée a 3.105 spores/ml
sont déposées sur des fragments d’épiderme d’oignon disposés sur de I'eau gélosée 1 % + 1 %
kinétine et mis a incuber a 26 °C. Les observations de cytologie sont effectuéesa T =24 het T

=40h.

4.7.3. Observation des hyphes de mycélium
Un implant de mycélium est déposé sur une lame avec un milieu PDA ou TNK-YE.
L’observation est réalisée apres 48 heures d’incubation, sous un microscope fluorescent avec

du calcofluor white.
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4.8. Tests avec des inhibiteurs

4.8.1. Tests sur milieu gélosé
La croissance des mutants nuls et de la souche de référence Guy 11 delta-ku&0 est étudiée
en présence de différents inhibiteurs. Chaque souche (mutante ou de référence) est cultivée
pendant 10 jours sur milieu minimum additionné d’eau, de 1% de DMSO (solvant dans lequel
sont dissociées les matieres actives) ou des produits a étudiés (dans 1% de DMSO).

Différentes familles de fongicides ont été testées dans cette expérience :

- Tébuconazole a 03, 0.1 et 3 ppm

- Calcofluor white a 10, 30 et 100 ppm

- Nikkomycine de 0.1 a 30 ppm

- Polyoxin D a 10, 30 et 100 ppm

- Aculeacine A de 0,0003 a 0,1 ppm

- Caspofungine a 10, 30 et 100 ppm

- Chlorpromazine a 100, 300 et 1000 ppm
- Pyriméthanil a 10, 30 et 100 ppm

- Iprodione a 10, 30 et 100 ppm

4.8.2. Tests dans milieu liquide

La croissance des mutants nuls, ainsi que la souche sauvage est mesurée a I'aide de 7écan.
La lecture de la densité optique (DO) est lue a 620 nm.

Ce test se déroule en 3 étapes. La premiere étape consiste a la préparation de la premiere
culture de 48 heures. Pour ceci, dans un erlen de 500 ml, une vingtaine d’implants de la souche
étudiée est laissé pousser en présence de 200 ml de milieu minimum. Apres 48 heures, dans
I'infors a 26°C et avec une agitation de120 rpm, cette culture est centrifugée pendant 10
minutes a 1000 rpm et est récupérée dans des falcons de 50 ml. Ensuite le broyat est obtenu, a
'aide d’'un blender suite a un broyage de 2 fois 1 minute. 2 ml de ce broyat est ajouté dans un
erlen de 100 ml avec 50 ml de milieu minimum. Ainsi commence la deuxieme étape, dans
I'infors, pendant 16 heures.

Apres 16 heures, cette culture est ré centrifugée et broyée. Suite a une mesure de DO a 620,
1 ml de ce broyat a DO 0.05 est déposé dans les plaques de 48 puits.

Enfin, la dose d’inhibiteurs est ajoutée a cette culture. Les plaques, ensuite, sont conservées

dans I’étuve a 26°C. La lecture des plaques est réalisée toutes les 24 heures.
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Résultats

RESULTATS

1. Etude de la MAP kinase Mps1 de M. grisea

Le génome de M. grisea, champignon filamenteux pathogene, est entiérement séquencé et annoté
(Dean, et al. 2005). Une analyse bioinformatique de ce génome
(http://www.genome.wi.mi.edu/annotation/fungi/ Magnaporthe) révele I'existence chez M. grisea
d’un géne orthologue de ScSLT72 (MgMPSI). L’analyse bioinformatique et fonctionnelle de MgMPS1

sera décrite dans les paragraphes suivants.

1.1. Analyse bioinformatique de la MAP kinase encodée par MgMPS1

La protéine de M. grisea la plus semblable a ScSlt2 est celle encodée par le gene MgMPS1
(MGG_04943.6; Blastp: e-value de 2e-146). Ce géne comporte 5 exons et il est situé sur le
supercontig 22 (position : 832991-834703). MgMps1 est une protéine de 415 acides aminées, qui
posséde un seul domaine « Pkinase » (IPR017442, 292 aa). Ce domaine de MgMps1 est similaire a
celui de ScSIt2 (similarité 84% et une identité de 71%, Figure 28). La séquence protéique de MgMps1
posséde un site de phosphorylation (PHO) avec le motif TEY. Ce site, nécessaire pour la
phosphorylation de Mps1 par une MAP Kinase, est situé dans un domaine appelé T-Loop, nécessaire
pour l'accessibilité du site PHO. Enfin, MgMps1 posséde un site NLS qui devrait permettre la
migration de Mps1 vers le noyau (Annexe 1).

Nous avonsidentifié, par Blast, les protéines similaires a MgMpsl chez l'’ensemble des
champignons ascomycetes analysés (Annexe 2). L’alignement de ces séquences des protéines montre
qu’elles sont tres conservées, sauf la partie C-terminale (Annexe 1). L’arbre phylogénétique construit
a partir de cet alignement montre que ces protéines sont orthologues puisqu’elles ont une phylogénie
identique a celles des especes étudiées. De plus, 'ensemble de ces protéines a le méme domaine
fonctionnel (Pkinase). L’ensemble de ces arguments suggere que ces différentes protéines ont la

méme fonction (MAP kinase).

1.2. Construction de mutants nuls du géne MgMPS1

Des mutants nuls du gene MgMPS1 (Xu, et al. 1998) ont déja été obtenus a partir de la souche
sauvage Guy11. Afin d’avoir tous les mutants des génes de cette voie dans le méme fond génétique,
nous avons reconstruit le mutant nul du gene MgMPS1 a partir de notre isolat de référence
Guy114ku80. La fréquence de remplacement de génes chez M. grisea n’est que 5% (Villalba, et al
2007). KU8O est un gene essentiel pour la réparation des cassures double-brin de 'ADN et sa
délétion augmente la fréquence de remplacement de génes chez les champignons (Ninomiya, et al.
2004). Le mutant de délétion Guy114ku80 est disponible au laboratoire (Villalba, et al. 2007). Son
phénotype et son pouvoir pathogéne sont identiques a ceux de la souche sauvage GUY11. Ce mutant a

donc été utilisé comme la souche réceptrice pour la construction de mutants, afin d’augmenter la
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fréquence de remplacement de gene, et donc la probabilité d’obtenir un mutant par cette stratégie.

1.2.1. Obtention du mutant nul 4Amps1

Le vecteur de remplacement de MgMPS1, a été construit par PCR et ligation a trois voies (Matériel
et méthode). Les amplifications par PCR ont permis I'obtention de la région « flanquante gauche » de
MgMPS1 (amorces mpsi1-2 et mps1-15), qui contient 556 nt de son promoteur et de la région «
flanquante droite » de MgMPS1 (amorces mpsI-3 et mpsl-13), qui contient 770 nt de son
terminateur. Ces cassettes ont été utilisées pour construire un vecteur avec le gene HPH (résistance a
I'’hygromycine). Dans ce vecteur, 'ORF de Mps1 a été remplacé par I'ORF de HPH. Ce vecteur linéaire
de 2,5 kb, a été introduit par transformation dans des protoplastes de la souche Guyl14ku8&0 de
M. grisea. Les 12 transformants résistants a I’hygromycine obtenus ont été mis a croitre sur milieu
CM afin de différencier les transformants des mutants puisqu’ils ont un phénotype bien
caractéristique (mycélium dépigmente et ras; Xu, 1998). 10 des 12 transformants présentent ce
phénotype. Cependant, seul 8 de ces 10 transformants ne contiennent pas I'ORF de MgMPS1. Les 2
faux positifs qui ont encore 'ORF de MgMPS7 et un locus muté pourraient correspondre a des
mélanges mutant/sauvage (transformants non purifiés). La fréquence de mutants obtenus par
recombinaison homologue pour cette transformation aura donc été de 67% (8/12). Parmi ces
transformants, cinq mutants Guy?14ku80Amps1 (T1, T4, T5, T5, T6) ont été retenus, ainsi que deux
transformants ectopiques (T2, T3). Nous avons aussi construit des mutants 4mps1 dans la souche
P1.24ku80, car nous n’avons pas pu obtenir des mutants Aswi4 dans la souche Guy114ku80. Pour
pouvoir comparer les deux mutants, I'utilisation de la méme souche parentale est importante. Ainsi,
le méme vecteur de remplacement de MgMPS1, a été introduit par transformation dans des
protoplastes de la souche P1.24ku80 de M. grisea. Les 4 transformants obtenus présentent un
phénotype, équivalent a celui des mutants Guy?14ku80Amps1. Les contrdles par PCR et qPCR de
leurs ADN génomiques montrent que les transformants purifiés sont dépourvus de I'ORF de
MgMPS1. La fréquence de mutants obtenus pour cette transformation aura donc été de 100%. Parmi

ces transformants, deux mutants (T1, T2,) ont été retenus.

1.3. Croissance, morphologie et sporulation du mutant de géne MgMPS1
Le mutant Guy114mps1 déja décrit (Xu, et al. 1998), a un taux de croissance radiale sur un milieu
gélosé semblable a celui de la souche sauvage. Cependant, ce mutant a une réduction tres importante
de ses hyphes aériens, et de sa pigmentation, ainsi qu'une sporulation réduite de 99%. Les colonies
du mutant montrent aussi une autolyse progressive, commengant par la partie centrale de la colonie
lors de son vieillissement. L’analyse phénotypique des mutants Admpsi a été réalisée avec les

différents transformants que nous avons obtenus (Paragraphe 1.2.1).
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Figure 29 : Phénotype mycélien du mutant Guy?14ku80Amps1 et de la souche sauvage
Guyl14ku80. Le mutant a une croissance équivalente a celle de la souche sauvage.
Cependant il présente une réduction du nombre d’hyphes aériens et de sa pigmentation

une absence d’hyphe aérienne
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Figure 30 : Taux de sporulation du mutant Guy?14ku80Amps1 en présence et en absence de G6P. La
souche sauvage Guy114ku80, 'ectopique du Guy114ku80Amps1 ainsi que le mutant Guy114ku804Amps1
complémenté, compAmps1 sporulent normalement en présence du G6P. Le mutant Guy114ku80Amps1

sporule 10¢ plus avec G6P
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1.3.1. Morphologie du mycélium, croissance radiale et sporulation des mutants 4mps1de
M. grisea

Les mutants P1.24ku80Amps1 et Guyl14ku80Amps1 présentent une absence de mycélium aérien
et une faible pigmentation (Figure 29). La sporulation des mutants P1.24ku80Amps1 et
Guy114ku80Amps1 a été étudiée a partir de cultures sur milieu complet gélosé. Ces expériences ont
montré une absence totale de sporulation chez ces 2 mutants.

Une expérience de compensation du défaut de sporulation des mutants P1.24ku804Amps1 et
Guy114ku80Amps1 a été réalisée en rajoutant au milieu CM une solution de 10 mM de glucose-6-
phosphate (G6P), car ce sucre phosphorylé peut compenser partiellement le défaut de sporulation du
mutant datg8, (AuToPhahy 8) de M. grisea (Deng, et al. 2009). Cette addition permet aux mutants
P1.24ku80Amps1, GuyllAdku80Amps1 de produire une quantité de spores significative (106 par
boite) mais inférieure au taux de sporulation de la souche sauvage sur un milieu CM (10% du taux de
sporulation observé chez les souches P1.24ku80 et Guy114ku80, Figure 30). Cependant, ce taux de
sporulation est suffisant afin d’utiliser ces spores dans des expériences de mesure soit du taux de
différentiation appressoriale, soit du pouvoir pathogene. Ces résultats montrent que le G6P
complémente significativement le défaut de sporulation des mutants Ampsi comme cela a été
observé pour le mutant datg8 (Deng, et al. 2009). En effet, par comparaison avec la souche sauvage,
le mutant 4datg& a un défaut de sporulation de -98% sur un milieu complet avec du lactose comme
seule source de carbone et de -30% sur un milieu complet avec du glucose comme seule source de
carbone. Dans le cas du mutant 4mps1, le défaut de sporulation est plus fort que celui observé pour
le mutant 4datg8 sur un milieu CM avec du glucose comme seule source de carbone (-100% pour
Amps1 vs -30% pour datg8 sur le méme milieu). L'addition de 10 mM de G6P compense
partiellement le défaut de sporulation du mutant 4atg8 sur un milieu CM avec lactose (-50 % du
niveau de sporulation de la souche sauvage, 40 fois par rapport au milieu sans G6P). Cette
compensation par le G6P est encore plus marquée chez le mutant 4mpsi, car elle est qualitative
(passage de 0 spores a 106 spores par boite), méme si le niveau atteint reste inférieur a celui de la
souche sauvage (-90%). Il est donc vraisemblable qu'un mécanisme commun impliqué dans la
sporulation et compensable partiellement par le G6P, soit altéré chez ces deux mutants. Il a été
observé chez le mutant datg8, une accumulation de la protéine Gph1l (enzyme de dégradation de
glycogéne) dont 'activité enzymatique pourrait étre inhibée par le G6P comme cela a été décrit chez
la levure S. cerevisiae (Frangois et Parrou, 2001). L’hypothése émise par les auteurs (Deng, et al.
2009) est que 'accumulation de Gph1 chez le mutant 4atg8 perturberait 'homéostasie du glycogene
et ainsi conduirait a un défaut de sporulation. Dans le cadre de cette hypothese, I'addition G6P
inhiberait I'activité de Gph1, ce qui rétablirait partiellement la sporulation chez le mutant 4atg8. Pour
tester cette hypothese, les auteurs ont construit un mutant 4gph? qui sporule normalement. Le
double mutant 4gphi4at8 sporule beaucoup mieux que datg8 (10 fois plus) sur un milieu CM avec

lactose. Ainsi, la suppression de la protéine Gph1l conduit a une suppression partielle du défaut de
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Figure 31 : Formation des protoplastes chez le mutant 4mps1 et la souche sauvage Guyl14ku80Ampsi. Tp50 pour le
mutant Guy114ku80Amps1 est de 60 minutes, le Tp50 pour la souche sauvage Guy114ku80, est de 100 minutes
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sporulation du mutant datg8. Ces expériences nous ont conduit a émettre I'hypothése que I'altération
de la sporulation observée chez le mutant 4mps1 pourrait provenir de la sur-expression de Gphl
Cette hypothése pourrait étre testée en mesurant I'expression de GPH1 chez le mutant Amps1 afin de
savoir s'il existe un changement du niveau d’expression de ce géne chez ce mutant par rapport a la
souche sauvage. Alternativement, le mutant AmpsI pourrait étre altéré dans le processus
d’autophagie, indépendamment de la sur-expression de Gphl. Cette hypothése pourrait étre testée
en observant les autophagosomes du mutant 4mps1 en condition de carence en azote. En effet, dans

ces conditions de culture, le mutant datg8 présente une absence d’autophagosomes.

1.4. Altération des parois des mutants Amps1

Un test de protoplastisation a été réalisé avec les deux mutants P1.24ku80Ampsi et
Guy114ku80Amps1 afin de comparer leurs cinétiques de protoplastisation lors d'un traitement par
le glucanex (1g/100ml). Les mutants P1.24ku80Ampsi et Guyl14ku80Amps1 produisent des
protoplastes plus rapidement que la souche sauvage, comme cela est montré pour le couple
Guyl14ku80 et Guyli1Adku80Amps1 (Figure 31). En 10 minutes, le mutant Amps? et la souche
sauvage Guy114ku80produisent 17% du maximum de protoplastes. Apres 30 minutes de traitement
enzymatique, la différence de production de protoplastes entre les mutants Admps? et la souche
sauvage est de 1,4. Le mutant dmps1 atteint son maximum de production de protoplastes en 120
minutes ; alors que la souche sauvage n’a produit que 60% de protoplastes pendant ce temps de
traitement enzymatique. Enfin, la souche sauvage atteint son maximum de production en 240
minutes. D’apres la Figure 31, il existe une différente cinétique de production de protoplastes chez le
mutant Amps1 et la souche sauvage Guy114ku80. Le temps de protoplastisation pour la libération de
50% des protoplastes (Tp50) pour le mutant 4mps1 est 60 minutes, alors que le Tp50 pour la souche
sauvage Guy114ku80 est 110 minutes. Ceci démontre que la paroi des mutants Admps1 est tres
sensible aux enzymes de dégradation de paroi présente dans le glucanex. En effet, ceux-ci sont
capables de dégrader la paroi du mutant 4mps7 deux plus rapidement. Cette propriété suggere que
la structure et la composition de la paroi du mutant 4mps? soient fortement modifiées par rapport a
la souche sauvage.

Le méme test de sensibilité aux enzymes de dégradation de la paroi cellulaire a été déja réalisé
chez le mutant 4mck1 (Map Kinase Kinase Kinase ; Jeon, et al 2008) et chez le mutant Guy?14mps1
(Xu, et al. 1998). Les résultats obtenus avec le mutant Admck? et Guy114mps1 sont similaires aux
notres, et ces mutants commencent a libérer des quantités significatives de protoplastes au bout de
10 minutes de traitement enzymatique comme le mutant 4mps7 analysé au laboratoire. Ces mutants
atteignent leur maximum de production de protoplastes au bout de 60 minutes, alors que les souches
sauvages correspondantes n’atteignent ce maximum qu’au bout de 200 minutes. Dans le cas de notre
mutant 4dmps1, le maximum de production de protoplastes n’est atteint qu'en 120 minutes. La

différence dans les cinétiques de production de protoplastes entre les différents mutants Admps1
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pourrait provenir de la différence dans le type d’enzyme de dégradation utilisée (glucanex versus

novozyme).

1.5. Sensibilité des mutants 4mps? aux inhibiteurs de la biosynthése de la paroi

La voie de signalisation MgMps1 pouvant étre impliquée dans la réponse a un « stress » pariétal,
nous avons utilisée différents fongicides agissant sur la biosynthése de la paroi, comme 'aculéacine
(Figure 32), la caspofongine (Figure 33) et la nikkomycine (Figure 34). L’aculéacine est un peptide
contenant des acides gras, produit par A. aculeatus (Mizoguchi, et al. 1977). 1l agit sur les cellules en
croissance, en inhibant la biosynthése des glucanes de la paroi cellulaire, comme la caspofongine
(McCarthy, et al 1985). La caspofongine est le premier médicament dune nouvelle classe
d’antifongiques, les échinocandines, qui ont un mode d’action unique. C’est un peptide antifongique
qui agit par inhibition non-compétitive de 1,3-f3-D-glucane synthase, qui est un polysaccharide
essentiel de la paroi des agents pathogénes fongiques, non présent dans la cellule des mammiferes.
La cible moléculaire de la caspofongine est un complexe enzymatique hétéromérique. L'inhibition de
la synthése du glucane est a l'origine d’'une instabilité osmotique et de la lyse de la membrane
fongique (Diffine, 2003). La caspofongine est aussi le produit actif du médicament commercialisé par
Merck and Co « Candidas ».

La nikkomycine Z est un analogue de nucléotide (Dahn, et al 1976) qui bloque la synthése de la
chitine fongique, utilisée par le microorganisme pour constituer sa paroi, grace a sa similarité
structurale avec UDP-N-acétylglucosamine. Il est produit a partir de Streptomyces ansochromogenes
(Liao, et al. 2009). Ce produit peut tuer le champignon en augmentant la perméabilité de la paroi
cellulaire fongique (Smart, 1996). Elle agit sur la chitine synthase surtout pendant la phase mycéliale
(Li et Rinaldi, 1999).

Nous avons mesuré leur effet de ces inhibiteurs sur la croissance de la sa souche sauvage
Guy114ku80. Ces mesures de croissances ont été réalisées soit en culture liquide (DO), soit en

culture sur milieu gélosé (diameétre des colonies).

1.5.1. Mise au point de la mesure de la sensibilité du mutant Guy114KU804Amps1
aux inhibiteurs de la biosynthése de la paroi
Des expériences préliminaires ont été réalisées pour définir les concentrations en fongicides

inhibant la croissance de M. grisea.

1.5.1.1. Sensibilité de M. griseaaux inhibiteurs de la biosynthése de la paroi : Milieu gélosé

1.5.1.1.1. Mise au point des mesures d'inhibition de croissance sur milieu gélosé
Les mesures de croissance ont été réalisées sur un milieu minimum en boites de Pétri (Diameétre :
90mm). Différentes concentrations de nikkomycine, d’aculéacine et de caspofongine ont été utilisées

afin de pouvoir estimer les DI50 et DI80 (Tableau 5 ; Figures 35, 36, 37).
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Figure 35: Sensibilité de M. grisea a 'aculéacine. Calculs des DI50 et DI8O chez Guy114ku&0.
Les mesures sont réalisées au bout de 7 jours (Milieu minimum, gélosé, croissance radiale).
DI50: 0.01 ppm, DI80 : 0.03ppm
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Figure 36: Sensibilité de M. grisea a la caspofongine. Calcul des DI50 et DI8O chez
Guy11AKU8O. Le test a été réalisé avec différentes doses de la nikkomycine, les mesures sont
réalisées au bout de 7 jours (Milieu minimum, gélosé, croissance radiale). DI 50: 01 ppm,
DI80: 0.3 ppm
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Figure 37: Sensibilité a la nikkomycine. Calcul des DI50 et DI8O0 chez GuyZ14KUS80. Le test a été
réalisé avec différentes doses du Nikkomycine, les mesures sont réalisées au bout de 7 jours

(Milieu minimum, gélosé, croissance radiale). DI 50 : 0.06 ppm, DI80 : 0.1 ppm



DI50 DI80
Aculéacine 0.006 ppm | 0.03 ppm
Caspofongine | 0.200 ppm 0.30 ppm
Nikkomycine | 0.050 ppm 0.10 ppm

Résultats

Tableau 5: Sensibilité de M. grisea a l'aculéacine, la

caspofongine et a la nikkomycine

Une cinétique d’'inhibition a été réalisée afin de déterminer si I'effet des inhibiteurs est immédiat.
Nous avons observé qu’a de doses faibles d’aculéacine (0.001 ppm et 0.003 ppm), la croissance du
champignon est bloquée pendant 6 jours. Par la suite, il parvient a se développer avec la méme
vitesse de croissance que la souche sauvage sans inhibiteur. A plus forte dose (0.006 ppm, DI50), la
croissance du champignon est bloquée pendant 6 jours, puis démarre lentement a partir de 6-7 jours.
D’aprés ces mesures, 'aculéacine a un effet immédiat sur la croissance de M. grisea. Par ailleurs,
'utilisation de fortes doses (> 0,03 ppm) ne permet pas d’inhiber totalement la croissance
(Maximum 90%). La méme expérience a été réalisée en présence de nikkomycine. Comparée a
'aculéacine, la nikkomycine ne provoque pas de retard du démarrage de la croissance quel que soit
la dose (Figure 38, 39 en Annexe). Par ailleurs, a forte dose de nikkomycine, la croissance est inhibée

a 100 % chez la souche sauvage Guy114ku80, comme c’est le cas pour la caspofongine.

1.5.1.1.2. Sensibilité du mutant Guy14KU804Amps1 aux inhibiteurs de la biosynthése

de la paroi : Milieu gélosé
Une fois la gamme de doses des trois inhibiteurs définie, les mémes expériences ont été réalisées
avec le mutant Guy114ku80Amps1 (Tableau 6). D’apres ces résultats, le mutant Guy114ku804Amps1
est 3 a 5 fois plus sensible a I'aculéacine que la souche sauvage et au maximum 2 fois plus sensible a
la nikkomycine que la souche sauvage (Figure 40, 41, 42). Cependant le mutant Amps1 n’est pas

hyper sensible a la caspofongine

Guy114ku80Amps] Guyl1Adku80 Commentaire
Aculéacine DI50 0.0025 ppm 0.006 ppm 2X HS Admps1
Aculéacine DI80 0.006 ppm 0.030 ppm S5X HS Admps1
Caspofongine DI50 0.100 ppm 0.200 ppm Pas de différence
Caspofongine DI80 0.300 ppm 0.300 ppm Pas de différence
Nikkomycine DI50 0.025ppm 0.050 ppm 2X HS dmps1
Nikkomycine DI80 0.065ppm 0.100 ppm Pas de différence

Tableau 6: Sensibilité du mutant 4mps7 aux inhibiteurs de la biosynthese de la paroi ; HS : hypersensible
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Figure 40: Sensibilité du mutant GuylI14ku80AmpsI a l'aculéacine. Test d'inhibition avec
I'aculéacine, sur le mutant GuyZ14ku80Amps1. Le test a été réalisé avec différentes doses de
I'aculéacine. Les mesures sont réalisées au bout de 7 jours. DI 50 : 0.003 ppm, DI80 : 0.006 ppm

(Milieu minimum, gélosé)
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Figure 41: Sensibilité du mutant Guy?14ku80Amps1 a la caspofongine. Test d’inhibition avec
l'aculéacine, sur le mutant Guy?14ku80Amps1. Le test a été réalisé avec différentes doses de la
caspofongine. Les mesures sont réalisées au bout de 7 jours. DI 50 : 0.1 ppm, DI80 : 0.3 ppm (Milieu

minimum, gélosé)
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Figure 42: Sensibilité du mutant Guy?14ku80Amps1 a la nikkomycine. Test d’inhibition avec I'aculéacine,
sur le mutant Guyl14ku80Amps1. Le test a été réalisé avec différentes doses de la nikkomycine. Les

mesures sont réalisées au bout de 7 jours. DI 50 : 0.03 ppm, DI80 : 0.1 ppm (Milieu minimum, gélosé)
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Aux fortes doses d’aculéacine (>0.01 ppm), une inhibition a 90 - 100% de la croissance du mutant
Amps1 est observée, alors que chez la souche sauvage l'inhibition n’est que de 80%, a ces fortes
concentrations (DI80). Nous avons testé la survie de M. grisea a ces fortes concentrations. Des
implants du mutant Guy114ku80Amps1 récupéré 7 jours apres son contact avec un milieu contenant
0.03 ppm d’aculéacine, sont transférés sur un milieu minimum sans fongicides. Ces implants
poussent normalement, ce qui signifie que le mutant Guy?14ku80Amps1 est encore vivant apres un
contact prolongé avec 'aculéacine (Tableau 7). Dans le cas de nikkomycine, a fortes doses, (1 ppm),
nous observons une inhibition totale (100%) de la croissance du mutant 4mpsi. A cette dose le
mutant 4mps1 n’est pas mort puisque I'implant récupéré de ce milieu apres 7 jours de contact avec 1
ppm de nikkomycine, pousse normalement sur un milieu sans inhibiteurs. En présence d'1 ppm de
caspofongine, une inhibition de 100 % a été observée (Tableau 7). A cette concentration, 'implant
mycélien ne repousse pas sur un milieu sans caspofongine. Ainsi, la caspofongine tue le mutant
Guy114ku80Amps1 des 1 ppm. Pour obtenir cette mortalité avec la souche sauvage Guy114ku80, il
faut 3 ppm de caspofongine (pas d’effet a 1 ppm). Le mutant 4mps1 est donc hypersensible a l'effet

toxique des fortes concentrations de la caspofongine.

Aculéacine | Caspofongine | Caspofongine | Nikkomycine
0.03 ppm 1ppm 3ppm 1 ppm
Guy114ku80 SURVIE SURVIE MORT SURVIE
Guy114ku80Amps1 | SURVIE MORT MORT SURVIE

Tableau 7 : Viabilité de M. grisea aprés un traitement par les fortes doses d’inhibiteurs. A fortes doses d’aculéacine
et de nikkomycine, le mutant et la souche sauvage survivent. A la dose de 1 ppm de caspofongine, le mutant 4mps1

est mort. A trés forte dose de caspofongine (3 ppm), la souche sauvage est morte.

1.5.1.2. Sensibilité de M. grisea aux inhibiteurs de la biosynthése de la paroi : Milieu
liquide
Les tests d’inhibition ont été également réalisés dans un milieu liquide. Pour ceci, un protocole
particulier a été mis en place (voir Matériels et méthodes). La méme concentration de mycélium
broyé utilisé comme inoculum est cultivée en plaques de 96 puits contenant 1 ml de milieu minimum
avec différentes concentrations d’inhibiteur. La croissance fongique est mesurée par 'augmentation

de la DO au cours du temps (0 a 7 jours).

1.5.1.2.1. Mise au point des mesures d’inhibition en milieu liquide
Comme pour les expériences en un milieu gélosé, deux inhibiteurs ont été utilisés, 'aculéacine et la
nikkomycine. Nous avons calculé la cinétique de la croissance de la souche sauvage en absence et en

présence d’aculéacine. La méme expérience a été réalisée en présence et en absence de nikkomycine
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Figure 43: Pourcentage d’inhibition, dans un milieu liquide, chez Figure 44: Pourcentage d’inhibition, dans un milieu liquide,
Guyl14ku80, en présence de différentes concentrations de chez Guy114AKUS80, en présence de différentes concentrations
I'aculéacine, mesuré d’aprés la croissance entre le quatrieme jour et le de Nikkomycine, mesuré d’apres la croissance entre le
sixieme jour quatriéme jour et le sixiéme jour
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Figure 45 : Calculs des DI50 et DI80 de la souche sauvage en présence Figure 46 : Calculs des DI50 et DI8O0 de la souche sauvage en
de l'aculéacine, dans un milieu liquide, avec une mesure au quatrieme présence de la nikkomycine, dans un milieu liquide, avec une

jour. DI50: 0.001 ppm, DI80 : 0.003 ppm mesure au quatriéme jour. DI50 : 0.3 ppm, DI80 : 1 ppm
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(Tableau 8). Le calcul d’inhibition de la croissance a été réalisé, a partir ces deux cinétiques, de deux

manieéres différentes.

Guy114ku80 Milieu Liquide Milieu Liquide Commentaire
DO4* ADO4-6**
Aculéacine DI50 0.002 ppm 0.002 ppm pas de différence
Aculéacine DI80 0.003 ppm 0.003 ppm pas de différence
Nikkomycine DI50 0.600 ppm 0.300 ppm X2
Nikkomycine DI80 1.000 ppm 1,000 ppm pas de
différence-

Tableau 8: Influence de la méthode de mesure de la croissance de M. grisea sur les valeurs d’inhibition de croissance par

I'aculéacine et la nikkomycine. * DO4 : mesure de la DO a 4 jours. ** ADO4-6 : accroissement de la DO entre 4 et 6 jours

Tout d’abord, I'inhibition a été calculée a partir des valeurs de la croissance (DO) de la souche
sauvage Guyl14ku80 a 4 jours. Puis, nous avons utilisé la différence de la croissance entre 4 et 6
jours pour les calculs d’'inhibition de la croissance (ADO4-6, Figure 43, 44, 45, 46). Les valeurs de
DI50 et DI80 obtenus avec ces deux méthodes de mesures de la croissance sont équivalentes
(Tableau 8). Nous avons gardé la mesure a 4 jours pour la suite de nos expériences. En effet, ce type
de mesure a un temps, bien que moins précis que l'accroissement (4-6 jours) est comparable aux

mesures réalisées avec des cultures gélosées a un seul temps (7 jours).

Guyl14ku80| Milieu Liquide a4 ] Milieu Gélosé a 7 ] Commentaire

Aculéacine DI50 0.002 ppm 0.006 ppm R x 3 gélosé
Aculéacine DI80 0.003 ppm 0.030 ppm R x 10 gélosé
Nikkomycine DI50 0.600 ppm 0.050 ppm Sx 10 gélosé
Nikkomycine DI80 1.000 ppm 0.100 ppm Sx 10 gélosé

Tableau 9: Comparaison de la sensibilité de M. grisea a 'aculéacine et a la nikkomycine en milieu liquide (DO4dpi) et en milieu

gélosé (diametre a 7 dpi). R : Réduit, S : Sensible

Nous avons obtenus des valeurs d’inhibition de la croissance tres différentes suivant les conditions
de culture (Tableau 9). Ainsi, M. grisea est plus sensible a 'aculéacine en milieu liquide qu’en milieu
gélosé. En liquide, M. grisea pourrait facilement étre en contact avec 'aculéacine. En conséquence, les
hyphes pourraient absorber plus facilement I'aculéacine en milieu liquide qu’en milieu gélosé. Au
contraire, M. grisea est 10 fois plus sensible a la nikkomycine en milieu gélosé qu’en milieu liquide.
Cela pourrait résulter de la résistance des hyphes a la nikkomycine en milieu gélosé ou d’une plus
forte adsorption de nikkomycine sur les parois des plaques de microtitration que celles des boites de

Petri.
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Figure 47: Sensibilité du mutant Guy?14ku80Amps1, a I'aculéacine, mesuré d’apres la croissance au

quatrieme jour, en milieu minimum, liquide
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Figure 48: Sensibilité du mutant Guy?14ku804Ampsi, a la nikkomycine, mesuré d’apres la croissance

au quatriéme jour, en milieu minimum, liquide
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En conclusion, il existe une différence importante entre les concentrations nécessaires a I'inhibition
de la croissance de M. grisea par 'aculéacine et la nikkomycine en fonction des protocoles utilisés
(culture liquide vs gélosée). Ainsi, les comparaisons des sensibilités des mutants de M. grisea par
rapport a la souche sauvage seront réalisées avec un protocole en de croissance mycélienne en milieu

gélosé, qui nous semble étre le protocole le plus fiable.

1.5.1.2.2. Sensibilité du mutant Guy?14ku80Amps1 aux inhibiteurs de la biosynthése
de la paroi : milieu liquide

Les cinétiques de croissance du mutant Ampsi ont été réalisées en présence et en absence
d’inhibiteurs, pendant sept jours. Les courbes de croissance réalisées, en présence d’aculéacine et de
nikkomycine montre que l'effet ce produit est visible a partir du quatrieme jour. Les pourcentages
d’'inhibition ont été calculés avec les DO du quatrieme jour. En présence d’aculéacine,
Guy114ku80Amps1 présente une DIS0 de 0.0006 ppm et une DIB0 de 0.002 ppm (Figure 47). En
présence de nikkomycine, Guyi14ku804Amps1 présente une DI50 de 0.1 ppm et une DI80 de 0.3
ppm (Figure 48).

Guy114ku804Amps1 | Guyl1A4ku80 Commentaire
Aculéacine Liquide DI50 0.001 ppm 0.002 ppm 4X HS Admps1
Aculéacine gélosé DI50 0.003 ppm 0.006 ppm 2X HS Admps1
Aculéacine Liquide DI80 0.002 ppm 0.003 ppm pas de différence
Aculéacine gélosé DI80 0.006 ppm 0.030 ppm S5X HS dmps1
Nikkomycine Liquide DI50 0.100 ppm 0.600 ppm 6X HS Amps1
Nikkomycine gélosé DIS0 0.030 ppm 0.050 ppm 2X HS Admps1
Nikkomycine Liquide DI80 0.300 ppm 0.100 ppm 2X HS Amps1
Nikkomycine gélosé DIB0 0.100 ppm 0.100 ppm pas de différence

Tableau 10 : Sensibilité du mutant 4mps7al'aculéacine et a la nikkomycine (milieu liquide et gélosé).HS : hypersensible

Le tableau ci-dessus (Tableau 10) récapitule les DI50 et DI80 calculées a partir des expériences
réalisées avec le mutant et la souche sauvage, en milieu gélosée et en milieu liquide. Cette analyse
montre que le mutant Amps1 est 2 a 4 fois plus sensible a 'aculéacine et 2 a 3 fois a la nikkomycine.
L’hypersensibilité de mutant Amps1 a I'aculéacine varie beaucoup entre DI50 et DI80 (2 a 5). Cette
différente pourrait provenir de fait qu'une inhibition de 100% n’est pas atteinte avec cet inhibiteur.
De plus, a DI80, il y a une grande variation entre milieu gélosé et milieu liquide (0 a 5).
L’hypersensibilité du mutant a la nikkomycine est encore plus instable entre DI50 et DI80 (2 a 6) et

entre différentes conditions de culture (2 a 6). Ainsi pour la suite de nos expériences, nous avons
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décidé de baser sur les DI50 qui sont plus fiables. Les résultats obtenus avec les DI50 sont plus

constants, donc, plus fiables.

1.5.2. Sensibilité de M. griseaa un mélange de fongicides d’aculéacine et de nikkomycine

Les résultats des tests de croissance en présence d'un inhibiteur de la biosynthése de la paroi
montrent que le mutant Guy114ku804mps1 n’est pas fortement hypersensible a I'aculéacine ou a la
nikkomycine. Cette faible hypersensibilité pourrait provenir de phénomeénes de compensation. En
effet, de tels phénomenes de compensation ont été observés chez les levures. Ainsi, il a été montré
qu'un traitement de C albicans par la caspofongine (inhibiteur de la biosynthése des glucanes),
conduit a une augmentation significative du contenu en chitine de la paroi (Stevens et al 2006 ;
Walker, et al 2008), afin de vraisemblablement compenser I'altération de la paroi par manque de
glucanes, par un accroissement de la biosynthése de chitine. Il a été aussi montré ( Sandovsky-Losica,
et al. 2008) que la caspofongine et la nikkomycine ont un effet synergique sur la croissance et la
viabilité de C albicans. La MIC (la quantité minimale nécessaire pour commencer a inhiber la
croissance, DI100) de C. albicans pour la caspofongine est de 0,26 mg/L et la MIC pour la
nikkomycine est de 10,4 mg/L. Lors d'un mélange caspofongine avec la nikkomycine, la MIC des deux
inhibiteurs chute a 0,006mg/L pour la caspofongine (1/50 de la MIC caspofongine seule) et a
1,9mg/L pour la nikkomycine (1/10 de la MIC nikkomycine seule). Ces expériences démontrent
I'efficacité des mélanges d’inhibiteurs de la biosynthese de la paroi chez C. albicans. En se basant sur
ces résultats, nous avons décidé d’utiliser un mélange d’inhibiteurs (aculéacine - nikkomycine) pour
inhiber la croissance de M. grisea. Dans le cadre de cette hypothése, nous attendons une
hypersensibilité de la souche sauvage a ce mélange. Nous avons choisi comme doses du mélange
celles correspondants a une DI20 pour chaque produit utilisé seul chez la souche sauvage en milieu

gélosé (Tableau 11).

Aculéacine DI20 Caspofongine DI20 Nikkomycine DI20
Guy114ku80 0.001 ppm 0.100 ppm 0.010 ppm

Tableau 11 : Concentration équivalentes a la D120, chez M. grisea, en milieu gélosé

A ces concentrations d’aculéacine ou de nikkomycine, aussi bien la souche sauvage que le mutant
Amps1 présente une faible inhibition de leur croissance (10 a 20%, Figure 40, 42). Le mélange
d’aculéacine et de nikkomycine ne conduit pas a une hypersensibilité chez la souche sauvage
(inhibition de la croissance de 20%). Ce résultat est trés différent de celui observé chez C. albicans
(Sandovsky-Losica, et al. 2008). Cette absence d’hypersensibilité de la souche sauvage de M. griseaa
un mélange d’aculéacine et de nikkomycine pourrait provenir soit d'une absence des phénomeénes de
compensation équivalents a ceux décrits chez les levures et chez les champignons filamenteux, soit

de I'existence d’'une autre voie de compensation des modifications de paroi indépendante des voies
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Figure 49 : Représentation graphique des inhibitions avec un meélange de l'aculéacine et de la
nikkomycine a DI20 sur la souche sauvage et le mutant Guy114ku80Amps1. Le test a été réalisé avec 0.01
ppm de la nikkomycine et 0.001 ppm de I'aculéacine. Ces doses correspondent aux doses de DI20. D’apres
les mesures, une inhibition de 100% est observée pour le mutant Guy?14ku804mps1. Ainsi, il existe une

synergie entre l'aculéacine et la nikkomycine

Infection : Sur feuille d’orge
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Ampsl

1: Feuille non-blessée
2: Feuille blessée

Figure 50: Test d’infection sur feuille d’orge coupée du mutant P71.24ku80Amps1. Le test est
réalisé sur feuille blessée et non blessée. Le mutant P1.24ku804Amps1 ne cause aucune lésion sur

une feuille d’orge, méme blessée
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de biosynthése de la chitine et des (-1,3 glucanes. Cette voie pourrait correspondre a la voie de
biosynthese des o-1,4 glucanes qui est importante pour la réparation de la paroi chez les
champignons filamenteux et qui n’existe pas chez les levures. Cette voie de biosynthése dépend
d’enzymes apparentées aux enzymes de biosynthése de 'amidon (Damveld, et al 2005) qui
pourraient étre insensibles a I'aculéacine.

Par contre, le mélange d’aculéacine et de nikkomycine (0.001 ppm et 0.010 ppm) induit un arrét
total de a croissance du mutant Amps (100%), alors que ces concentrations n’ont qu'un effet
inhibiteur trés faible sur la souche sauvage. Nous avons réalisé une expérience similaire, en
diminuant par 3 les concentrations des deux fongicides. Dans ces conditions (0.0003 ppm
d’aculéacine et 0.004 ppm de nikkomycine), nous n’avons observé aucune inhibition de croissance de
la souche sauvage. Par contre, le mutant 4mps1 présente une inhibition de 50% de sa croissance.
Cette expérience doit étre répétée, mais elle suggere que le mutant Amps? présente une forte
hypersensibilité au mélange (1/10 de la DI50 de la souche sauvage).

En conclusion, le mutant Amps1 est fortement hypersensible au mélange de fongicides alors que la
souche sauvage ne l'est pas (Figure 49). Ce résultat suggere que M. grisea ne possede pas de
mécanisme de compensation de l'altération de la biosynthése de la paroi équivalent a celui de C
albicans, car la souche sauvage n’est pas hypersensible a un mélange d’aculéacine et de nikkomycine.
Par contre, M. grisea possede des mécanismes de compensation qui sont strictement dépendants de
la voie de signalisation MPS7 et sans doute indépendants des voies de biosynthése de la chitine et des

B-1,3 glucanes.

1.6. Pouvoir pathogéne du mutant Amps1
Nous avons étudié le pouvoir pathogene des mutants AmpsI dans différentes conditions

expérimentales et sur différentes plantes hétes (orge, riz).

1.6.1. Pouvoir pathogéne des mutants 4mps1 pour I'orge

Le pouvoir pathogéne des mutants 4mps? a d’abord été étudié en utilisant 'orge comme plante
hote. Dans un premier temps, des implants de mycélium des souches sauvages (P1.24ku80 et
Guy114ku80) et des mutants (P1.24ku80Amps1 et Guyl114ku804 mpsI) ont été déposés sur des
feuilles en survie de l'orge. En effet, sur milieu complet, les mutants 4mps1 ne sporulent pas. Le seul
moyen de réaliser ce test de pathogénie est I'utilisation des implants sur les feuilles en survie. Les
implants des souches sauvages P1.24ku80 causent 100% des lésions, comparables aux lésions
causées par une suspension de spores. De ce fait, 'utilisation des implants est un moyen efficace pour
tester la pathogénie des mutants ne sporulant pas. Les implants du mutant P7.24ku80Amps1 (Figure
50) n’ont causé aucune lésion, ni sur feuilles blessées, ni sur feuilles non blessées, ce qui montre que
ce mutant est non pathogéne.

Par la suite, nous avons inoculés des plantes d’orge avec une suspension de spores obtenues sur

des milieux gélosés en présence de G-6-P (3.10% spores/ml). Aucunes lésions n’étant visibles sur des
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plantes d’orges infectées par les spores des mutants P1.24ku80Amps1 et Guy114ku80Ampsi. Ces
résultats montrent, non seulement, que le mutant 4mps1 est non pathogéne pour I'orge mais aussi
que les spores des mutants Amps1 obtenus a partir d'un milieu avec G6P sont non pathogenes. La
G6P complémente la sporulation mais pas la pathogénie. Ainsi nous avons obtenus les mémes
résultats de pouvoir pathogéne en utilisant deux différentes méthodes (implant - spore) sur l'orge.

Ceci démontre, aussi, la fiabilité des implants déposés sur feuilles afin de tester le pouvoir pathogeéne.

1.6.2. Pouvoir pathogéne des mutants 4mps1 pour le riz
Le pouvoir pathogéne des mutants 4Amps1 vis-a-vis du riz a ensuite été étudié. Trois cultivars de riz
montrant des résistances différentes a M. grisea étaient disponibles au laboratoire : la variété CO39
est moyennement résistante, la variété Maratelli est faiblement résistante et enfin la variété
Sariceltik est la plus sensible. Les solutions de spores (3.10* spores/ml) des souches sauvages
(P1.24ku80 et Guy114ku&0) ainsi que des mutants (P1.24ku80Amps1 et Guyl14ku80A mpsI) ont
été utilisées pour infecter les différents cultivars de riz. Avec les trois différents cultivars, le mutant

Amps1 a, toujours, une réduction 100% de pathogénie (Tableau 12) :

Cc039 Maratell Sariceltik
i

P1.24ku80 30* 32 40
P1.24ku804Amps1 0 0 0
Guy114ku80 38 35 36
Guy114ku804 mps1 0 0 0

Réduction de -100% -100% -100%

pathogénie

Tableau 12: Pathogénie des mutants 4mpsZ pour le riz
* Nombre de lésions par feuille provoquées par les mutants 4mps1 sur des feuilles de
riz 7 jours apres inoculation, (3.104 spores/ml). Il y a 100% de réduction du pouvoir

pathogene chez les mutants Amps1

1.6.3. Différentiation appressoriale du mutant Amps?

La formation des appressoria ainsi que des hyphes de pénétration a été analysée grace a des spores
obtenues sur un milieu gélosé, en présence de G-6-P. Des fragments d’épiderme d’oignons infectés
par une solution de spores du mutant dmpsI ont été déposés sur des boites d’eau gélosée
additionnée de kinétine. Nous avons observé la formation d’appressoria chez la souche sauvage, et
chez le mutant 4mps1 (80%) avec la méme fréquence. Par contre, les appressoria du mutant 4mps?
ne sont pas capables de pénétrer et former des hyphes infectieux, alors que la souche sauvage

pénetre efficacement dans la cellule d’épiderme d’oignon.
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1.7. Conclusion sur la caractérisation du mutant Amps1 de M. grisea

Nous avons obtenu deux mutants AmpsI dans deux souches différentes P1.24ku80 et
Guy11A4ku80. Le mutant présente une autolyse que nous pouvons complémenter par un ajout de 1M
de sorbitol, une absence d’hyphes aériens, une réduction de sa pigmentation et une absence de
sporulation. L’addition de 10 mM de glucose-6-phosphate permet de compenser partiellement son
défaut de sporulation. L’hypersensibilité des mutants Amps7 aux inhibiteurs de la biosynthese de la
paroi est faible (2-3 fois par rapport aux souches sauvages P1.24ku80 et Guy114ku80 en milieu
gélosé, DI50). Cependant, ces mutants présentent une forte hypersensibilité (x 10) au mélange
d’aculéacine et de nikkomycine par rapport a la souche sauvage. De plus, leur paroi cellulaire est
hypersensible aux enzymes de dégradation de la paroi présents dans le glucanex. Ces deux derniers
phénotypes suggérent que la structure de la paroi des mutants 4mps1 est significativement altérée.
Enfin, les mutants 4mps sont non pathogénes pour l'orge et pour le riz. Les spores de ces mutants
obtenues sur un milieu G6P sont aussi incapables d’attaquer l'orge et le riz. Par contre, ces spores
mutantes sont capables de former des appressoria qui ne pénétrent pas dans I'épiderme d’oignon et
ne forment pas d’hyphes infectieux. L'ensemble de ces résultats démontre que MPS1 joue un role
essentiel dans la formation des hyphes aériens, la sporulation, la biosynthese et/ou la réparation de

la paroi et le pouvoir pathogéne.

. Hyper Hyper
Compensation Hyper Hyper . o
Sporulation défaut de H}/phes sensibilité sensible ser\151ble sensllblle Pathogénie
rulation aériens lucanex ST ala au mélange
sporulatio au glucane alacu nikko Acu-Nikko
Amps1
Ant, 2010
0% G6P - Oui 2X 2X 100% 0
Amps1
Xu, 1998
2% Nd - Oui Nd Nd Nd 0
Amckl1
Jeon 5% Nd - oui Nd Nd Nd 0
2008

Tableau 13 : Résumé récapitulatif des phénotypes des mutants Amps7 et Amck1. Tous les deux mutants présentent un défaut tres

important de sporulation et une absence de pouvoir pathogéne

Ces phénotypes (Tableau 13) sont soit identiques (mycélium aérien, hypersensibilité aux enzymes
de dégradation de la paroi, pouvoir pathogéne), soit similaires (sporulation) a ceux déja décris pour
le mutant nul 4mck? du gene encodant la MAPKKK, MCK17, qui est la premiére kinase du module MAP
kinase de la voie Mps1 chez M. grisea (Jeon, et al. 2008), et le mutant dmps1 (Xu, et al. 1998). La
seule différence observée pour le mutant 4mck1 est qu’il présente une autolyse de son mycélium qui

n’est pas complémenté par un ajout de 1M de sorbitol au contraire des mutants dmps? (Xu et al.
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1998, nos mutants). Enfin, les défauts de sporulation des mutants Admck1 et Amps1 sont quantitatifs
alors que nos mutants sont incapables de sporuler sur les mémes milieux. Il est possible que ces
différences proviennent d'un effet lié a la souche sauvage utilisée. Nos travaux ont aussi permis
d’identifier de nouveaux phénotypes chez le mutant Admps? comme son hypersensibilité a un
mélange d’aculéacine et de nikkomycine, et la complémentation partielle de son défaut de

sporulation par le G6P.
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1.8. Utilisation de mutants nuls conditionnels pour étudier les fonctions cellulaires
contrdlées par MgMPS1

Etant donné les effets pléiotropes de la délétion du géne MPS1 (absence de sporulation, autolyse,
conservation difficile), l'utilisation de mutants conditionnels du gene MPSI permettra de faciliter
I'étude génétique de cette voie de signalisation, et en particulier, d’obtenir des quantités suffisantes
de spores des mutants de ce géne. Deux stratégies sont possibles pour construire de tels mutants
conditionnels. La premiére consiste a placer le géne d’intérét sous le controle d'un promoteur qui
module son expression selon des conditions connues (promoteur nitrate réductase, pNla). La
deuxieme stratégie consiste a remplacer le géne d’intérét par un géne codant pour une protéine
modifiée, ayant la méme activité que la protéine sauvage, mais qu'il est possible d’inhiber
spécifiquement. L’'inhibition est alors provoquée par une molécule agissant uniquement sur la

protéine modifiée.

1.8.1. Principe de mutant conditionnel avec un promoteur pNia

Cette méthode consiste a utiliser des promoteurs fongiques particuliers pour contrdler I'expression
d'un géne. Parmi ces promoteurs, un des promoteurs utilisés pour contrdler I'expression des genes
est le promoteur du géne encodant la nitrate réductase (pNIA1). Ce promoteur contréle I'expression
du gene NIA1 (N/T1 N. crassa, NiaD A. fumigatus) par une induction de la transcription en présence
de nitrate et sa répression en présence d’ammonium ou de glutamate dans le milieu de culture (Punt,
et al. 1995 ; Feng, et al. 1998 ; Scazzocchio, 2000). Nous testerons le promoteur du géne MgNIA1
encodant le nitrate réductase de M. grisea, isolé au laboratoire par F. Villalba et M-H Lebrun (non
publié). En effet, suite a la transformation d’'un mutant nul d'un géne, avec 'ORF de ce gene, suivi de
ce promoteur pNia, 'expression du gene sera contrdlée. Ce promoteur est opérationnel en présence
de nitrate, dans le milieu, ainsi, le géne en question est exprimé. Par contre, en présence de

glutamate, le promoteur est inhibé, ainsi que le gene en question.

1.8.2. Construction et caractérisation du mutant conditionnel pNia::Mps1 chez le mutant
Guy114ku804Amps1

Pour réaliser cette construction, le vecteur pSB1637 (annexe 4), possédant la résistance a la
nourséothricine, a été utilisé. Le vecteur pSB5 (annexe 4) un vecteur qui permet de contrdler
I'expression de l'allele sauvage du gene MgMPS1 en fonction de la source d’azote présente dans le
milieu a été obtenu.

La transformation du mutant Guy114ku804Mps1 a permis d’obtenir 24 transformants résistants a
la nourséothricine. Mis en culture sur MM avec glutamate, seules deux souches avaient le phénotype
attendu (Absence d’hyphes aériens, faible pigmentation et absence totale de sporulation) : un taux de
complémentation de 8,3%. Ces transformants ont été dénommé [4mpsI(pNIA1::MPS1)] 8 et 13. Le

transformant [4mpsI(pNIA1::MPS1)], cultivé sur MM avec du glutamate comme source d’azote
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Figure 51: Phénotype du mutant GuylI14ku80-pNiaMps1 en
présence de nitrate ou glutamate. En présence de nitrate MPS7
est exprimé par ailleurs, en présence de glutamate MPS7 n’étant
pas exprimé, le mutant a un phénotype du mutant
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Figure 52 : Taux de sporulation du mutant Guy?14ku80-pNiaMps1 comparé a la souche sauvage
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présente le méme phénotype mycélien qu'une souche Guy114ku80Ampsi. La méme souche cultivée
sur un MM nitrate présente un phénotype sauvage. En effet, MPS7 n’est exprimé qu’en présence de
nitrate qui induit I'expression de gene MPS7 sous le contréle du promoteur pNia (Figure 51). Nous
avons observé la présence de défaut de sporulation et I'absence de pouvoir pathogéne sur le
transformant, [4mpsI(pNIA1::MPS1)]. La souche sauvage Guyl14ku80 et la souche complémenté
sporulent de la méme fagon, sur MM avec nitrate (Figure 52). Par contre le transformant
[AmpsI(pNIA1::MPS1)] sporule 100 fois moins que la souche sauvage. Cette différence de 102 de
taux de sporulation, sur MM avec nitrate, entre la souche sauvage et le transformant
[4mpsI(pNIA1::MPS1)] pourrait provenir de la souche du mutant Guy114ku804AMps1 utilisé lors de
la transformation. Le mutant Guy?14ku80Ampsi complémenté par le géne de MPS1 avec son
promoteur et son terminateur sporule comme la souche sauvage. Ceci montre que le défaut de
sporulation du mutant Guy14ku804AMps1 pourrait étre complémenté completement. Par contre, le
mutant Guy114ku80AMps1 ne sporulant pas du tout sur milieu avec nitrate, on peut souligner, ainsi,
que le promoteur pNla induit bien le gene de MPS7, chez le transformant [4AmpsI(pNIA1::MPS1)], en

présence de nitrate.
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Figure 53: Stratégie pour sensibiliser une kinase a un inhibiteur
spécifique. Un inhibiteur conventionnel bloque de multiples
kinases dans la cellule. Une mutation dans une kinase crée une
nouvelle poche ou un inhibiteur spécifique peut se lier.
L'inhibiteur spécifique ne peut pas se lier sur kinase sauvage,

permettant une inactivation spécifique de la kinase mutée.
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Figure 54 : Structure chimique de I'inhibiteur 1-NM-PP1
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Figure 55: Alignement des séquences des MAP kinases Fus3, Kss1, Hogl et Slt2 chez S. cerevisiae et leurs homologues chez M.
grisea. Acide aminé entouré (E pour Mps1) est I'acide aminé (Site active) qu’il faut muter pour changer la configuration de la
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1.9. Utilisation des mutants avec un alléle de MgMPS1 sensible a des inhibiteurs
spécifiques
1.9.1. Principe de mutants cible-spécifiques

Une méthode génétique permettant d’inhiber spécifiquement une protéine kinase a été développée
récemment (Bishop, et al 2001). Cette stratégie consiste a introduire une mutation
fonctionnellement silencieuse au niveau du site actif d’'une kinase pour la rendre spécifiquement
sensible a un inhibiteur qui n’agit pas sur les kinases non-mutées. Cette méthode a été utilisée avec
succes sur des Kinases tres différentes (Src, Abl, kinases cycline-dépendantes, MAP kinase et kinases
de Ca2+/calmodulin-dépendent). Cette stratégie a été surtout utilisée en santé humaine (Gallion et
al. 2005 ; Koch, et al. 2010), mais aussi chez les champignons . cerevisae (Westfall, et al. 2006), C.
albicans (Goyard, et al. 2008) et .S. pombe (Gregan, et al. 2007). Cette technique consiste a élargir le
site de fixation de 'ATP de cette enzyme en modifiant un seul acide aminé de ce site. Cette
modification permet a des inhibiteurs d’entrer spécifiquement dans le site élargi (pas d’entrée de ces
inhibiteurs dans le site normal) et d’inhiber uniquement les kinases modifiées, en interférant avec la
fixation de I'ATP (Figure 53). L’inhibiteur que nous avons choisi de l'utiliser con¢u a partir de
I'inhibiteur PP1 qui est une pyrimidine synthétique dérivée du pyrazolo [3,4-d]. C’'est un inhibiteur
de kinases de la famille des SRC (Gregan, et al 2007). PP1 se fixe au niveau du site actif des kinases
en prenant la place de I'adénine de I’ATP. C’est a partir de cette molécule qu’a été congu le 1-NM-PP1
(1'-naphthylmethyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine, NM sur la figure 54). Un résidu naphthyl-methyl
conduit a un analogue de PP1 incapable d’entrer dans le site de fixation de I'ATP des kinases, sauf

celles dont le site a été agrandi par une mutation spécifique (Gregan, et al. 2007).

1.9.2. Construction et caractérisation d’un alleéle de MgMPS1 sensible a des inhibiteurs
spécifiques

La construction de ces mutants commence par la recherche de I'acide aminé a modifier dans la
séquence protéique de la kinase étudié, par alignement avec les kinases de la levure. Pour ceux-ci on
peut prendre comme exemple le Mpsl et Pmpl. Pour ceci, on utilise le site
http://sequoia.ucsf.edu/ksd/. Subséquemment on trouve 'emplacement de I'acide aminé a muter
ainsi que l'alignement du géne avec le méme gene chez différentes espéces (Figure 55).

La transformation des protoplastes Guy114ku80Amps1 avec le vecteur pSB2, a permis d’obtenir
30 transformants résistants a la sulfonylurée. Seuls quatre transformants (3, 5, 6 et 15) ont montré
un phénotype sauvage (hyphes aériens, mélanisation, sporulation) soit 13% de transformants
obtenus.

Apres avoir été purifiée, les deux transformants MPS1* (3.3 et 6.2) et un ectopique, (4.3) sont
mises en culture sur MM contenant différentes concentration de 1-NMPP-1 pour tester leur
sensibilité. Les transformants sont mis en contact avec 0.005; 0.05;0,1;0,2;0,3;0,4;0.5; et 5 ppm

de 1-NMPP-1. Tous les transformants, méme les témoins sauvages ont une croissance inhibée en
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Figure 56: Phénotypes mycélien des mutants MPS7*: Les photos sont prises, a jour 7. Les
implants ont été mis sur MM avec 0, 0.005, 0.05, 0.5 et 5 ppm de 1-NMPP-1. On retrouve le
phénotype de Guy114ku804Amps1avec 0.5 ppm de 1-NMPP-1
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Figure 57 : Test de pathogénie en gouttes (3 10%spores/ml) sur feuilles d’orge en survie de la souche
sauvage Guyl1l4ku80 et les mutants MPS* CompAmps1 en présence de H20, 0,3 ppm ou 0,5 ppm de 1-NM-
PP1
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présence de 5ppm d’inhibiteur. Les transformants MPS1* ont un phénotype équivalent du mutant
Guyl14ku80Amps1 en présence de > 0,2 ppm d’inhibiteur. Leur phénotype est semblable au
sauvage en présence de concentrations inférieures a 0,1 ppm (Figure 56).

Le pouvoir pathogene des mutants conditionnels MPS1* a été comparé a celui d’'une souche
sauvage dans des conditions de culture normales ou en présence de 1-NM-PP1. Les infections sont
réalisées avec des fragments de feuille d'orge par le dépot de 35 pl d’'une suspension de 3.105
spores/ml. Ce test est réalisé avec des solutions contenant soit de I’eau soit I'inhibiteur 1-NM-PP1
(0,3 ppm ou 0,5 ppm). Ces expériences montrent que les mutants conditionnels MPS1* ont un
pouvoir pathogéne comparable a la souche sauvage en I'absence de 1-NM-PP1 (Figure 57). En
présence de 0,3 ppm de l'inhibiteur 1-NM-PP1, les lésions atypiques sont observées (jaunissement
local, Figure 57). Ces lésions n’évoluent pas (pas de croissance, ni sporulation du champignon). A 0,5
ppm de 1-NM-PP1 aucune infection n’est observée (pas de lésions ou seulement une légére chlorose
locale, Figure 57). L’ensemble de ces résultats montre que la kinase MPS7 est inhibée spécifiquement
par le 1-NM-PP1 des 0,3 ppm, conduisant a un arrét de l'infection comme observé dans le cas du
mutant Amps1.

Les observations concernant la sporulation, le phénotype morphologique et le pouvoir pathogéne
en présence et en absence de 1-Nm-PP1 sur le mutant MPS1* montrent, tout d’abord, que cette
technique est efficace pour caractériser une kinase et pour réaliser des expériences plus ciblées. De
plus, les résultats obtenus grace a ce mutant MPS1* confirme que les phénotypes pléiotropiques, le
défaut de sporulation et de pouvoir pathogéne chez le mutant Amps1 proviennent spécifiquement de

I'absence du géne MPS1.
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Figure 58: Alignement des domaines KilA-N et Ankyrin repeat de la protéine Swi4 chez M. grisea et S. cerevisiea. Ainsi, les

domaines sont bien conservés entre ces deux especes
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Figure 59 : Alignement des domaines KilA-N et Ankyrin repeat de la protéine Swi6 chez M. grisea et S. cerevisiae. Ainsi, les

domaines sont bien conservés entre ces deux especes
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2. Etude des facteurs de transcription Swi4, Swi6 et Rim1 de M. grisea
2.1. Recherche des génes de M. griseaencodant les orthologues des génes encodant les facteurs
de transcription Swi4, Swi6 et Rlm1 de la levure
2.1.1. Analyse bioinformatique du facteur de transcription MgSWi4

La protéine de M. griseala plus semblable a ScSwi4 (Baetz et Anrews, 2001) est celle codée par le
géne MGG_08463.6 (Blastp : e-value de 3.2e-33). Ce gene de M. grisea est composé de 3 exons et
encode une protéine (MgSwi4) de 715 acides aminés. Il est situé sur le supercontig 10 (position :
307592-310146, chromosome V). La protéine MgSwi4 posséde deux domaines: le domaine KiL-A,
qui intervient dans les interactions protéines - acides nucléiques et le domaine Ankyrin repeat
(ANK), qui intervient aussi dans les interactions protéine-protéine (Annexe 1). Ces domaines sont
conservés entre M. grisea et S. cerevisiae comme le montre l'alignement de leurs séquences
protéiques (Figure 58). Ces domaines (KilA et ANK) de MgSwi4 et ScSwi4 présentent une similarité
de 72% et une identité de 53%.

Nous avons identifié les protéines homologues de MgSwi4, par Blast, chez I'ensemble des
champignons ascomycetes analysés (Annexe 2). L’alignement des séquences de ces protéines montre
qu’elles ne sont bien conservées qu’au niveau des domaines Kil-A et Ankyrin Repeat (Annexe 1).
L’arbre phylogénétique construit a partir de cet alignement montre que ces protéines sont
orthologues puisqu’elles ont une phylogénie identique a celles des espéces étudiées. De plus,
I'ensemble de ces protéines a les mémes domaines fonctionnels. L'ensemble de ces arguments
suggere que ces différentes protéines ont la méme fonction (Facteur de transcription de la famille

SBF).

2.1.2. Analyse bioinformatique du facteur de transcription MgSWi6

La protéine de M. griseala plus semblable a ScSwi6p (Ho, et al 1999) est celle encodée par le gene
MGG_09869.6 (Blastp : e-value de 5.57e-33). D’apreés les informations d’annotation disponibles sur le
site de Broad institue, cette protéine comporte 807 acides aminés (Annexe 1). Elle est encodée par
un géne (MgSWI6), composé de 3 exons et se trouve sur le supercontig 14 (position : 37269-39871).

La protéine MgSwi6 posséde deux domaines : le domaine KiL-A, qui intervient dans les interactions
protéines - acides nucléiques et le domaine Ankyrin repeat, qui intervient aussi dans les interactions
protéine-protéine (Annexe 1). Ces domaines sont conservés entre M. grisea et S. cerevisiae comme
(une similarité de 63% et une identité de 45% ; Figure 59). La recherche de protéines homologues de
MgSwi6 dans les génomes fongiques par Blast nous a permis d’identifier des protéines homologues
chez I'ensemble des especes analysées. L’alignement de ces protéines montre qu’elles ne sont bien
conservées qu’au niveau des domaines Kil-A et Ankyrin repeat (Annexe 1). L’arbre phylogénétique
construit a partir de cet alignement montre que ces protéines ont les mémes domaines fonctionnels.
De plus, on peut dire qu'ils sont orthologues puisqu’elles ont une phylogénie identique a celles des

geénes étudiés. De plus, I'ensemble de ces protéines a les mémes domaines fonctionnels. L’ensemble
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de ces arguments suggere que ces différentes protéines aient la méme fonction (Facteur de

transcription de la famille SBF).

2.1.2.1. Comparaison des domaines fonctionnels de Swi4/Swi6

Les protéines ScSwi4 et ScSwi6 comportent chacun trois domaines « ANKyrin repeat », composés
d’une répétition de 33 acides aminés, appelé aussi « TPLH repeat ». Il existe un motif consensus de
ces motifs pour chaque protéine (Annexe 1). Ces domaines ANK de Swi4 et Swi6 montrent qu'il
existe une similarité entre les deux consensus. est impliqué dans l'interaction protéine - protéine.
MgSwi4 et MgSwi6 comportent, également, ce domaine. De plus, d’apres I'alignement des séquences
de ces deux protéines (Annexe 1), le domaine est bien conservé entre MgSwi4 et MgSwi6. Par
ailleurs, ce domaine, ne semble pas étre impliqué dans I'association de ces deux protéines mais dans
I'interaction du complexe avec les sites de fixation a d’autres protéines (Sidorova et Breeden, 1993).
Chez S. cerevisiae, ce domaine répétitif est présent, surtout dans les protéines de fixation « Cyclin-

CDK » (Foord, et al 1999).

2.1.3. Analyse bioinformatique du facteur de transcription MADS box, encodé par MgRLM1

Deux génes codant de facteur de transcription MADS box (MGG_02773.5 et MGG_01204.5) sont
similaires a ScRLM1 (Watanabe, et al. 1995). Par I'alignement des séquences, nous avons constaté
que MGG_02773.5 (MgMcm1 ; Mehrabi, et al. 2008) est correctement prédit. Cependant, I'annotation
de MGG_01204.5 (appelé MIG1 pour la protéine a domaine MADS-boite requise pour la croissance
infectieuse ; Mehrabi, et al 2008) est erronée. Le séquencage du cDNA de MGG_01204.5 a, ainsi,
montré une erreur de séquengage dans la base de données.

Ainsi, nous avons renommé MgMigl en MgRIm1 pour la suite de nos analyses. MgRIm1 comporte
un domaine fonctionnel: MADS (MCM1, Agamous Deficients) qui appartient a une famille de
domaines caractéristiques de facteur de régulateurs transcriptionel. Au milieu de ce domaine, il y a la
région de fixation a 'ADN, appelé « MADS box ». L’alignement de ScRIm1 et MgRIm1 montre que ce
domaine est bien conservé entre ces deux especes (Figure 60).

Nous avons construit, d’abord, 'arbre phylogénique, réalisé a partir de I'alignement des séquences
protéiques de MgMigl, MgMcm1, NcMigl, NcMcm, AnMigl, AnMcm1 et ScRIm1. Il montre que
MgMigl appartient a une famille de protéines orthologues comportant le domaine MEF2 (PF 9047)
des protéines MADS. Par la suite, nous avons identifié les protéines homologues de MgRIm1 dans les
génomes fongiques par Blast chez d’autres champignons analysés. La séquence de la protéine
correspondante a BcRIm1 est incorrecte car elle est mal annotée a partir de I'acide aminé 200. De
méme celle de S. nodorum, est mal annotée a partir de I'acide aminé 500. Nous avons donc retiré ces
séquences de l'alignement. L’alignement de ces protéines montre qu’elles sont relativement bien
conservées en particulier au niveau du domaine MADS (Annexe 1). L’arbre phylogénétique construit

a partir de cet alignement suggeére que ces protéines sont orthologues puisque la topologie de cet
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arbre est identique a celle des espéces étudiées. De plus, I'ensemble de ces protéines a les mémes
domaines fonctionnels. L'ensemble de ces arguments suggére que ces différentes protéines aient la

méme fonction (Facteur de transcription de la famille MADS).

2.2. Construction de mutants nuls des génes MgSWi4, MgSWI6 et MgRLM1
2.2.1. Obtention des mutants nuls Guy114ku80A4swi4

La méme stratégie que la construction du mutant dmps? a été utilisée pour créer le mutant de
délétion Guy114ku80Aswi4. Les amplifications par PCR ont permis d’obtenir la flanquante gauche de
MgSwi4 (amorces swi4-2 et swi4-15), qui contient 921 nt de son promoteur et la séquence de la
flanquante droite de MgSwi4 (amorces swi4-3 et swi4-13), qui contient 932 nt de son terminateur.
La cassette obtenue (2957 nt) a été utilisée pour la transformation des protoplastes Guy114ku80.
Les 84 transformants analysés, présentent les flanquantes de MgSWi4 ainsi que I'ORF du gene. Ceci
montre que 100% des transformants sont des transformants ectopiques. Pour la réalisation de cette
transformation, nous avons utilisé la souche parentale, comportant la mutation du géne KU80. De ce
fait, une fréquence de mutants obtenus de 100% était attendue. Nous avons émis ’hypothése que ce
taux de 0% de mutants obtenus pourrait étre du a un probléme, chez la souche sauvage GUY11. Ainsi,
nous avons décidé d’introduire la méme cassette dans des protoplastes de la souche P1.2 de
M. grisea. L'analyse des 30 transformants purifiés ont montré que tous les transformants contenaient
bien I'ORF de MgSWi4. 100% des transformants étaient ectopiques. Nous avons donc introduit cette
cassette, dans des protoplastes de la souche P1.24ku80 de M. grisea, afin d’augmenter le taux
d’obtention de mutants. Les 4 transformants purifiés ont été analysés par PCR, ainsi que par qPCR.
Nous avons identifié 1 mutant sur ces 4 transformants. Ainsi la fréquence de mutants obtenus dans
cette transformation est de 25%. Parmi ces souches, un mutant P7.24ku804swi4 (T2) a été choisi,

ainsi que trois ectopiques (T1, T3, T4).

2.2.2. Obtention des mutants nuls Guy114ku80Aswi6

Pour la construction du vecteur de délétion, la méthode de PCR « double-joint » a été utilisée, a la
place de la ligation a trois voies (Matériel et méthode). Nous avons réalisé les amplifications par PCR
de la flanquante gauche (amorces swi6-2db et swu6-15), qui contient 976 nt, dont 20 nt de la
séquence de la cassette de 'hygromycine, et de la séquence de la flanquante droite (amorces swi6-
3db et swi6-13), qui contient 900 nt, dont 20 nt de la séquence de la cassette de I’hygromycine aussi.
La cassette a été obtenue suite a un PCR « double joint ».

Cette cassette de 4700 nt a été introduite par transformation dans des protoplastes de la souche
Guy114ku80de M. grisea. L’analyse moléculaire des ADNg des 55 transformants ont démontré qu'un
transformant était dépourvu de 'ORF de SWI/6. Ainsi la fréquence de mutants obtenus pour cette
transformation est de 2%. Parmi ces souches, un mutant Guy?14ku804swi6 (T53) a été choisi, ainsi

que trois ectopiques (T1, T3, T4).
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Figure 61: Phénotype mycélien des mutants Guyl14ku80Aswi4, Guyl14ku80Aswi6 et GuylIlAku80Arim1 ;

comparées a celle de Guy114ku80Amps1 et la souche sauvage Guy114ku80
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Figure 62: Taux de Sporulation des différents mutants en comparaison avec la souche sauvage

Guy114ku80et P1.24ku80
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2.2.3. Obtention des mutants nuls Guy14ku80Arim1

Pour la construction de ce vecteur de délétion, la méthode de PCR « double-joint » a été utilisée, a la
place de la ligation a trois voies. Nous avons réalisé les amplifications par PCR de la flanquante
gauche de RLM1 (amorces migl-2 et mig1-15), qui contient 854 nt, dont 20 nt de la séquence de la
cassette de 'hygromycine, et de la séquence de la flanquante droite RLM1 (amorces migl-3 et migl-
13), qui contient 604 nt, dont 20 nt de la séquence de la cassette de I'’hygromycine aussi ont été
réalisé. La cassette a été obtenue suite a un PCR « double joint ».

Cette cassette de 2700 nt a été introduite dans des protoplastes de la souche Guyi14ku80 de
M. grisea. 8 transformants résistants a 'hygromycine ont été obtenus et repiqués sur milieu TNKYE
additionné d’hygromycine a 120 pg/mL.

Grace a I'analyse moléculaire, apres I'étape de monospore, 1 transformant sur 8 transformants
obtenus (le transformant 7) a été validé comme mutant. De ce fait, on a une fréquence de mutants
obtenus de 13%. Ainsi, parmi ces souches, un mutant (T7) a été choisi, ainsi que 2 ectopiques (T3,

T4).

2.2.4. Complémentation des mutants obtenus
La complémentation des mutants est réalisé en co-transformant les mutants nuls avec d’'une part,
une cassette d’ADN linéaire, comportant le promoteur - ORF sauvage - terminateur (Annexe 3) du
géne enlevé et une cassette linéaire conférant a la résistance au glufosinate. Nous avons obtenu 2
complémentés sur 4 transformants pour le mutant P1.24ku804swi4, 1 complémenté sur 5
transformants pour Guy114ku804swi6 et enfin 1 complémenté sur 3 transformants pour le mutant
Guy114ku80Arim1.Tous les complémentés, ont le phénotype de la souche sauvage Guy?14ku80. lls

sporulent comme la souche sauvage et ils sont pathogénes sur pour l'orge.

2.3. Croissance, morphologie et sporulation des mutants des génes
MgSWI4, MgSWI6 et MgRLM1

Apres 7 jours de culture sur MM, les mutants sont examinés (Figure 61). Le mutant
P1.24ku80Aswi4 montre une altération dans sa morphologie. En effet, il a une diminution de
mycélium aérien. Le mutant Guy?14ku80Aswi6 présente, tout d’abord, une croissance normale au
début, suivi d'un arrét de croissance sans avoir une modification de sa morphologie. Par ailleurs,
I'arrét de croissance n’aboutit pas a un mort cellulaire. Le mutant Guyl14ku80Arim1 a une
croissance radiale normale et une morphologie identique a celle de la souche sauvage. Par ailleurs,
tous les mutants ont une croissance égale a la souche sauvage dans milieu liquide.

La sporulation des mutants P1.24ku80Aswi4, Guyl1A4ku80Aswi6 et Guyl14ku80Arim1 ont
d’abord été étudiée, sur des boites de milieu complet. Les résultats (Figure 62) montrent une forte

réduction de la sporulation (90%) chez le mutant P7.24ku804swi4, une réduction de 40% chez le
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mutant Guyl1A4ku80Aswi6 et enfin, une réduction de 85% chez le mutant Guy?14ku80Arim1. La
sporulation /in vitro est donc fortement affectée chez ces mutants.

Le mutant 4r/m1 a déja été obtenu chez M. grisea (Mehrabi, et al. 2008). Ce mutant ne montre
aucune différence dans sa morphologie mycéliale, avec la souche sauvage. Par contre, il présente une
réduction du niveau de sa sporulation comparé a la souche sauvage. Ce mutant a aussi été obtenu
chez A. nidulans (Fujioka, et al. 2007) et chez A. niger (Damveld, et al. 2005). Chez ces champignons,
le mutant montre les mémes caractéristiques phénotypiques que celles observée chez M. grisea
(aucune altération dans leur morphologie mycéliale, forte réduction du niveau de sporulation). Ainsi,
les phénotypes du mutant 4r/im7 restent similaires chez les différents champignons. Ceci pourrait
confirmer que RIm1 soit impliqué dans une fonction importante dans la sporulation chez ces

différentes espéces fongiques.

2.4. Altération des parois des mutants des génes MgSWi4, MgSWI6 et MgRLM1

Un test de protoplastisation a été réalisé avec les trois mutants Arimi1, Aswi4 et Aswi6 afin de
comparer leur cinétique de protoplastisation lors d’un traitement par le glucanex (1g/100ml) avec
celle du mutant dmps1. Ainsi il a été observé que, comme le mutant 4mpsi, le mutant s4swi6 et
Aswi4 commencent a produire des protoplastes dés la dixiéme minute de traitement enzymatique, et
il atteint son plateau de production de protoplastes a 120iéme minutes; tandis que la souche sauvage
atteint son plateau de production a 240%me minutes. Leur Tp50 (temps correspondant a la formation
de 50% des protoplastes, Tableau 14) est de 50 minutes. Ceci démontre que comme le mutant
Amps1, le mutant 4swi6 est sensible aux enzymes de dégradation du glucanex. Par contre, le mutant
Arlm1 présente un retard dans la formation des protoplastes durant les temps courts de traitement
(10-30 minutes) par rapport a la souche sauvage. Puis, la formation des protoplastes s’accélére et sa
production rejoint celle de la souche sauvage a partir de 60 minutes (Tableau 14). Ce phénoméne
pourrait provenir d'une résistance de la paroi de ce mutant a des temps de contact brefs avec les aux
enzymes de dégradation du glucanex. Une étude cytologique de la formation des protoplastes du
mutant 4Ar/m1 pendant des temps courts de traitements pourrait permettre de mieux comprendre
cette différence de comportement du mutant par rapport a la souche sauvage et a Amps1.

En conclusion, ces expériences montrent que les mutants Aswi6 et Aswi4 sont aussi
hypersensibles aux enzymes du glucanex que le mutant Amps1, tandis que le mutant Ar/m1 présente

une résistance a I'action de ces enzymes.
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Figure 63: Représentation graphique des inhibitions avec un mélange d’Aculéacine et Nikkomycine a
DI20 sur la souche sauvage et les mutants Guyl14ku804Aswi4, Guyl1Aku80Aswi6 et
Guy11AKU80Arim1. Le test a été réalisé avec 0.01 ppm de la nikkomycine et 0.001 ppm de I'aculéacine.
D’apres les mesures, aucune hypersensibilité n’'a été détectée chez les autres mutants
Guyl14ku804swi6 et GuyllAku80Arim1.Une hypersensibilité, comparable a celle du mutant
Guyl14ku804Amps1 est détectée chez lu mutant Guy114ku80Aswi4
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Tp50 mutant /
Tp50 sauvage Sensibilité au glucanex
Guy114ku80Amps1 50% 2X HS
Guy114ku80Aswi6 50% 2X HS
Guy114ku80A4rim1 100% Retardé temps courts
P1.24ku80Aswi4 50% 2 HS

Tableau 14: Cinétique des mutants GuylI1Adku80Ampsi, GuyllAku80Aswi6, GuylIlAku80Ariml,
P1.24ku80Aswi4 et les souches sauvages Guy114ku80 et P1.24ku80. Le Tp50 de différents mutants est
calculé d’aprés une étude réalisée entre 0 minutes et 360 minutes. Le pourcentage est calculé avec le

Tp50 du mutant par rapport au Tp50 de la souche sauvage. HS : Hypersensible, R/ Résistant

2.5. Sensibilité des mutants nuls des genes MgSWI4, MgSWI6 et MgRLM1 aux inhibiteurs de la
biosynthése de la paroi
Les tests réalisés avec le mutant Guy?14ku80Amps1 a mis en évidence que ce mutant n’est pas
hypersensible a 'aculéacine, ni a la nikkomycine. Par contre, il montre une forte hypersensibilité au
mélange d’aculéacine et de nikkomycine. Ainsi, chez les autres mutants étudiés, seul
I'hypersensibilité au mélange d’inhibiteurs de la biosynthese de la paroi a été testée afin de comparer

les résultats a ceux observés avec le mutant Guy?14ku80Amps1 (Paragraphe 1.5.2).

2.5.1. Sensibilité des mutants P1.24ku804swi4, Guy114ku804swi6, Guy114ku80Arim1 au
mélange d’aculéacine et de nikkomycine

Aucune hypersensibilit¢é a l'aculéacine n'a été détectée chez les mutants PI1.24ku80Aswi4,
Guyl14ku804swi6 et Guyl14ku80Arimi1. En revanche, une hypersensibilit¢é a la nikkomycine,
comparable a celle du mutant Guy?14ku80Amps1 est détectée chez le mutant P1.24ku80Aswi4 (3X)
et Guy114ku804swi6 (2X), a faibles doses (D120 ; Figure 63). Une gamme compléte avec I'aculéacine
pourrait mieux montrer I'hypersensibilité de ces deux mutants a cet inhibiteur de la biosynthése de
la paroi.

L’hypersensibilité au mélange d’aculéacine et la nikkomycine est révélée négative chez les mutants
Guyl14ku804swi6 et Guy114ku80Arimi. Par contre, le mutant P1.24ku804swi4 reproduit la méme
hypersensibilité au mélange que Guy114ku804Amps1. Ce gene semble avoir un role important dans

I'intégrité de la paroi.
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Infection : Sur feuille d’orge
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Figure 64 : Test d’infection, sur feuille d’orge coupée
du mutant P1.2Aku80Aswi4. Le test est réalisé sur
feuille blessée et non blessée. Le mutant
P1.24ku804swi4 ne cause aucune lésion sur une feuille

d’orge non blessée. Cependant, sur une feuille blessée,

il y a certaines lésions (moindre que sur les feuilles

infectées par la souche sauvage P1.24ku80)

Aswid
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Figure 65: Test d’infection, sur feuille d’orge mutant
P1.24ku80Aswi4. Le test est réalisé par vaporisation d'une
solution de 3.10% spores/ml. Le mutant P7.24ku804swi4 a
une diminution de pouvoir pathogéne de 53% par rapport a
la souche sauvage P1.24ku80. A: P1.24ku80; B:
P1.24ku804swi4 ,; C: P1.24ku80Aswidectopique
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Figure 66: Test d’infection, sur feuille d’'orge mutant Guy?14ku804swi6 et Guy114ku80Arim1. Le
test est réalisé par vaporisation d’une solution de 3.10* spores/ml. Le mutant P1.2AKU80Aswi6 a
une diminution de pouvoir pathogene de 35% par rapport a la souche sauvage P1.24ku80.

Guy114ku80Arim1 est non pathogéne sur une plante d’'orge
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2.6. Pouvoir pathogéne des mutants nuls MgMps1, MgSWI4, MgSWI6 et MgRLM1
2.6.1. Pouvoir pathogéne des mutants P1.24kulU804swi4, Guy114kuU80Aswi6 et
Guy114kul80Arim1 pour I'orge

Le pouvoir pathogéne des mutants a d’abord été étudié en utilisant 'orge comme plante héte. Dans
un premier temps, comme le mutant P1.24ku804swi4 présente un défaut de sporulation comme le
mutant P1.24ku80Ampsi, des implants de mycéliums de la souche parentale et du mutant
P1.24ku80Aswi4 ont été déposés sur les feuilles en survie (blessées et non blessées) de 'orge.
Comme il est montré sur la figure, les implants du mutant P7.24ku804swi4 (Figure 64) n’ont pas
infecté la feuille non - blessées. Par contre, ils ont causé quelques lésions sur feuilles blessées.

Par la suite, nous avons inoculés des plantes d’orge avec une suspension de spores obtenues sur
des milieux gélosés en présence de G-6-P (3.10* spores/ml), pour le mutant P7.24ku804swi4 et une
suspension sans G6P pour les autres mutants Guyl14kuU80A4Aswi6 et Guyl14ku80Ariml. Les
résultats mettent en évidence une réduction de 90% pour le mutant P7.24ku80Aswi4 comparé a la
souche sauvage P1.24ku80 et une réduction de 35% pour le mutant Guy?14kul/80Aswi6 comparé a
la souche sauvage Guyll4ku80. Enfin une réduction de 100% a été observée pour

Guy11A4ku80Arim1 (Figure 65, 66).

2.6.2. Pouvoir pathogéne des mutants P1.ZAkulU804swi4, Guy114kuU80Aswi6 et
Guy114kuU80A4rim1 pour le riz
Le pouvoir pathogeéne des mutants vis-a-vis du riz a ensuite été étudié. Trois cultivars de riz
montrant des résistances différentes a M. grisea étaient disponibles au laboratoire : la variété CO39
est la variété la plus résistante, la variété Maratelli est moyennement résistante et enfin la variété
Sariceltik est la plus sensible. Avec les trois différents cultivars, les mutants ont une réduction de

pathogénie suivante (Tableau 15) :

C039 Maratelli | Sariceltik
Guy114ku80 38* 35 36
Guy114ku804 mps1 0 0 0
Guy114ku804swi6 25 14 16
%Réduction Aswi6 -34% -60% -55%
Guy114ku80A4rim1 1 0 0
%Réduction Arim1 -100% -100% -100%

Tableau 15: Pathogénie des mutants GuyI14ku804swi6 et Guy114ku80Arlim1 pour le riz

* Nombre de lésions par feuille provoquées par les mutants GuylI14ku80Aswi6 et

Guy114ku80Arim1 sur des feuilles de riz 7 jours apres inoculation, (3.104 spores/ml). Le mutant

Arlm1 est non pathogene. Le mutant 4swi6 a une réduction de pathogénie de 50%.
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Le mutant Guy114ku80Arim1 est le mutant le plus réduit en pouvoir pathogéne (100%). Le gene

SWI6 semble étre moins impliqué dans le pouvoir pathogénie.

2.6.3. Différentiation appressoriale des mutants P1.24kulU804swi4,
Guy114kuU80A4swi6 et Guy114kuU80Arim1
Tout d’abord, la formation des appressoria ainsi que des hyphes de pénétration ont été analysées.
Des fragments d’oignons infectés par une solution de spores des différents mutants ont été déposés
sur des boites d’eau gélosée additionnée de kinétine. Les spores du mutant P7.24ku804Aswi4 forment
des appressoria et ainsi que des hyphes de pénétration qui ne pénétrent pas. 86% les spores du
mutant Guy114ku80Aswi6 se différencient en appressoria qui forme des hyphes de pénétrations qui
pénétrent. Par contre, seulement 13% des spores du mutant Guy?14ku80Arim1 se différencient en

appressoria.
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3. Etude du facteur de transcription Crz1 chez M. grisea

Récemment, le géne codant le facteur de transcription BcCrzl situé en aval de la voie de
signalisation calcium/calcineurine a été identifié chez le champignon ascomycéte B. cinerea
(Schumacher, et al. 2008). Ce gene est un orthologue fonctionnel de ScCRZ7 de S. cerevisae (Zhao, et
al. 1998), car il compléte partiellement le mutant de délétion du géne CRZ1 de S. cerevisiae. Les
mutants nuls Bccrzl ne peuvent pas se développer sur le milieu minimum et ils se développent
lentement sur des milieux contenant des extraits de plantes. La morphologie des hyphes, la
sporulation, et la formation de sclérotes sont altérés chez ce type de mutant. La capacité des hyphes a
pénétrer dans la plante est affectée quantitativement chez les mutants. Ainsi BcCRZ1 est nécessaire
pour l'infection du haricot, des tomates et des abricots. Les mutants nuls Bccrz1 sont aussi sensibles
aux inhibiteurs de calcineurine que la souche sauvage, suggérant que BcCRZ1 n'est pas la seule cible
de la calcineurine (Schumacher et a/. 2008). L'intégrité de paroi cellulaire, la réponse aux stress (pH
extrémes (3 et 9), H20;, Ca?t, Lit) sont affectées chez les mutants nuls Bccrzl. Les mutants sont
hypersensibles aux enzymes de dégradation (glucanex et -glucanase). Les mutants nuls Bccrzl
produisent 3 fois plus de protoplastes que leur souche sauvage en présence des enzymes de
dégradation au bout de 1,5 heure de traitement. Les auteurs (Schumacher et al. 2008) ont donné
I'’hypothése que BcCRZ1 a un impact sur la composition des glucanes.

D’apreés ces résultats, BcCRZ1 a un role important dans l'intégrité de la paroi chez B. cinerea. De ce
fait, nous avons décidé d’étudier le géne orthologue de BcCRZ1, chez M. grisea afin d’observer son

réle dans l'intégrité de la paroi.

3.1. Etude bioinformatique du geéne de M.grisea encodant I'orthologue de ScCRZ1

La protéine de M. grisea la plus semblable a BcCrzl est celle codée par le géne MgCRZ1
(MGG_05133.6 ; Blastp, e-value de 2e-172). Ce gene de M. grisea composé de 2 exons, encode une
protéine de 727 acides aminés. Il est situé sur le supercontig 22 (position : 1512321-1515689). La
protéine MgCrzl posséde un domaine fonctionnel Zf-C2H2 (IPR007087) qui intervient dans la
fixation des protéines a ’ADN (Annexe 1). Ce domaine est aussi présent dans les protéines ScCrz1 de
S. cerevisiae et BcCrz1 de B cinerea (Figure 67 ; ScCCRZ1 : 85% de similarité et 66% d’identité). Nous
avons identifié par BlastP des protéines homologues de MgCrzl chez différents champignons
analysés. L’alignement de ces protéines montre qu’elles sont relativement bien conservées en
particulier au niveau du domaine Zf-C2H2 (Annexe 1). Ces protéines sont codées par des genes
orthologues puisqu’elles ont une phylogénie identique a celles des espéces étudiées. De plus, ces
protéines possédent toutes un domaine fonctionnel Zf-C2H2. L’ensemble de ces arguments suggére

que ces différentes protéines ont la méme fonction (facteur de transcription de la famille Crz1).
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Figure 68 : Phénotype mycélien du mutant Guy114ku80Acrz1 comparé a la souche sauvage
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Figure 69 : Taux de sporulation chez le mutant Guy?14ku80Acrz1 comparé a la souche sauvage : Le

mutant Guy114ku80Acrz1 a, seulement, 22% de diminution de sporulation
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3.2. Construction de mutants nuls Guy14ku80Acrz1

Pour la construction du vecteur de délétion de pour obtenir le mutant AcrzZ, nous avons utilisé la
méthode de PCR « double-joint » (Matériel et méthode). Nous avons réalisé les amplifications par
PCR de la région flanquante gauche de MgCRZ1 (amorces crz1-2 et crz1-15) de 1044 nt, et de la
séquence de la région flanquante droite de MgCRZ1 (amorces crz1-3et crz1-13)de 942 nt. La casette
de 3358 nt a été introduite par transformation dans des protoplastes de la souche Guy114ku80 de
M. grisea. 61 transformants résistants a 'hygromycine ont été obtenus. L’analyse moléculaire de
leurs ADNg par PCR a montré que 5 des 61 transformants étaient dépourvus de 'ORF de MgCRZ1.
Ainsi la fréquence de mutants obtenus est de 8%. Deux mutant s Guy 14ku80Acrz1 (T8 et T15) a été

choisi, ainsi qu’'un transformant ectopique (T11).

3.3. Croissance, morphologie et sporulation du mutant nul Guy114ku80Acrz1

L’analyse morphologique des mutants a été réalisée avec les différents transformants obtenus. Les
résultats étant identiques pour tous les mutants Guyl14ku80Acrz1, seuls les résultats des analyses
phénotypiques obtenues avec un mutant sont présentés. Pour mettre en évidence le phénotype des
mutants, ceux-ci sont mis en culture sur milieu minimum (MM). Aprés 7 jours, les mutants sont
examinés et pris en photo (Figure 68). Ainsi, le mutant Guy14ku80AcrzI ne présente pas de
différence morphologique au niveau mycélien par rapport a la souche sauvage. De plus, le mutant a
une croissance égale a la souche sauvage en milieu gélosé et liquide. Ces résultats sont différents de
ceux obtenus avec le mutant AcrzI de Zheng, et al (2009) qui présente une réduction de sa
pigmentation. Cette différence pourrait provenir soit du contexte génétique chez lequel a été
construit leur mutant qui peut différer du notre (Guy114ku80), soit de différences dans les méthodes
et de milieux de cultures (peu probable). La sporulation du mutant Guy114ku80Acrz1 a été étudiée
in vitro sur milieu complet. Les résultats obtenus (Figure 69) montrent que le mutant présente une
diminution de 22% de sa sporulation, par rapport a la souche sauvage Guy114ku80. La sporulation
est donc légerement affectée chez ce mutant. Ces résultats sont différents de ceux obtenus avec le

mutant Acrz1 de Zheng et al. (2009) qui présente une forte réduction de sa sporulation.

3.4. Sensibilité des mutants nuls du géne MgCRZ1 aux inhibiteurs de la biosynthése de la paroi
3.4.1. Altération de la paroi du mutant Guy114ku80Acrz1
Un test de protoplastisation du mutant Acrz7 a été réalisé avec des enzymes de dégradation des
parois fongiques (Glucanex, 1g/100ml) dans le but de comparer la cinétique de protoplastisation de
ce mutant avec le mutant Admps1 et la souche sauvage Guy114ku80. Le mutant Acrz1 commence a
libérer des protoplastes plus tardivement que la souche sauvage, et sa production de protoplastes est
globalement retardée. Ainsi, le temps nécessaire pour produire 50 % des protoplastes (Tp50) est le
double de celui de la souche sauvage. Le retard du mutant Acrz1 a produire des protoplastes pourrait
provenir de modifications de sa paroi le rendant plus résistant aux enzymes de dégradation du

glucanex (Tableau 16).
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Figure 70: Représentation graphique des inhibitions avec un meélange de l'aculéacine et de la
nikkomycine a DI20 sur la souche sauvage et le mutant Guy?14ku80Acrz1. Le test a été réalisé avec
0.01 ppm de la nikkomycine et 0.001 ppm de l'aculéacine. D’aprés les mesures, aucune synergie n’a été

détectée chez le mutant Guy114ku80Acrz1
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Le mutant Guy114ku80Amps1 est 2 fois plus hypersensible que la souche sauvage a 'enzyme de
dégradation, le glucanex contrairement au mutant Guy14ku80Acrz1 est 2 fois plus résistant. Les

deux génes CRZ1 et MPS1 sont importants pour l'intégrité cellulaire.

Tp50 mutant/ Sensibilité au

Tp50 sauvage glucanex
Guy114ku804Amps1 50% 2X HS
Guy114ku80Acrz1 200% 2XR

Tableau 16 : Cinétique de protoplastisation du mutant Guy?14ku80Acrz1. Tp50 de
ce mutant est de 220 minutes. Le pourcentage est calculé avec le Tp50 des mutants

par rapport a Tp50 de la souche sauvage. HS : Hypersensible, R : Résistant

3.4.2. Sensibilité du mutant Guy?14ku80Acrz1 au mélange d’aculéacine et de nikkomycine
Un test d’hypersensibilité aux inhibiteurs de la biosynthese de la paroi a été réalisé avec le mutant
Guy114ku80Acrz1, en utilisant le mélange d’aculéacine (0.001ppm) et la nikkomycine (0.01 ppm ;
Figure 70). Le mutant Guy114ku80Acrz1, est aussi sensible a I'aculéacine et a la nikkomycine que la
souche sauvage. De plus aucune hypersensibilité au mélange aculéacine et nikkomycine n'a été

détecté chez ce mutant.

3.5. Pouvoir pathogéne du mutant Acrz1
3.5.1. Pouvoir pathogéne du mutant Guy114ku80Acrz1 pour l'orge et le riz
Apreés 'analyse de la croissance et de la sporulation chez le mutant, son pouvoir pathogéne a été
étudié dans différentes conditions et sur différentes plantes hotes. Le pouvoir pathogene des mutants
Guy114ku80Acrz1 a d’abord été étudié en utilisant 'orge comme plante héte. Dans un premier
temps, des implants de mycéliums de la souche parentale et du mutant Guy?14ku80Acrz1 ont été
déposés sur les feuilles en survie blessées et non blessées d’orge. Comme il est montré sur la Figure
71, les implants du mutant Guy114ku80Acrz1 (Figure 71A) n’ont causé aucune lésion, ni sur feuilles
blessées, ni sur feuilles non-blessées. Par la suite, des tests de pathogénie ont été réalisés par
pulvérisation de suspension de spores sur des plantes d’orge. Apres une semaine, les lésions
apparues sur les feuilles sont comptées. Les résultats mettent en évidence une réduction de 96% du
nombre de lésions chez le mutant Guy74ku80Acrz1 comparé a la souche sauvage Guyi14ku80
(Figure 71B). Le pouvoir pathogene des mutants Guy114ku80Acrz1 vis-a-vis du riz a été étudié avec
la variété Sariceltik, qui est une des plus sensibles a M. grisea. Les tests de pathogénie ont été réalisés
par pulvérisation de suspensions de spores sur des plantes au stade 3 feuilles. Dans ces conditions
expérimentales, le mutant Guy114ku80Acrz1 présente une forte réduction de son pouvoir pathogéne

(-90 %, Tableau 17).
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Figure 71 A : Photo d’infection sur feuille d’orge coupée du mutant du mutant
Guyl14ku80Acrz1 et la souche sauvage Guyl14ku80. Le test est réalisé sur
feuille blessée et non blessée. Le mutant Guy114ku80AcrzI ne cause aucune
lésion sur une feuille d’orge, méme blessée. Les taches observées sur feuilles

blessées ne sont pas des lésions dues a M. grisea

I

i

Guy114KU80 Guy 114KU80Acrz 1

Figure 71 B: Photo d’infections sur plante d’orge, du mutant GuylI14ku80AcrzIet la souche
sauvage Guyl14ku80. Les photos sont prises a 7 jours. Les plantes sont infectées avec 3.10*

spores/ml. Une réduction de 96% est observable
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Orge Sariceltik - Riz
Guy114ku80 75% 36
Guy114ku80Acrz1 3 4
%Réduction -96 % -90 %

Tableau 17 : Pathogénie du mutant 4crzZ pour le riz
*Nombre de lésions par feuille provoquées par le mutant dcrzZ sur des
feuilles de riz 7 jours aprés inoculation, (3.10* spores/ml). Le mutant

Aacrz11 présente une diminution quantitative de sa pathogénie

En conclusion, le géne CRZ1 est nécessaire pour le pouvoir pathogéne de M. grisea, aussi bien pour

I'attaque de feuilles d’orge que de riz.

3.5.2. Différentiation appressoriale du mutant 4crz?

La formation d’appressoria ainsi que des hyphes de pénétration a été analysée. Des fragments
d’oignons déposés sur des boites d’eau gélosée additionnée de kinétine ont été inoculés par une
solution de spores du mutant Acrz1. L'observation au microscope de ces fragments d’oignon apres 48
heures a mis en évidence le fait que le mutant forme des appressoria et ainsi que des hyphes de
pénétration. Ceci montre que le mutant AcrzI pénétre aussi bien que le souche sauvage dans la
plante. Ainsi, son défaut de pathogénie ne serait pas du a un défaut de pénétration, mais sans doute a

un blocage précoce de la colonisation de la plante.
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4. Etude du géne AGS1 dont!'expression est contrdlée par MPS1 chez M. grisea

Les a-(1-3) glucanes sont des composants importants de la paroi cellulaire des champignons
synthétisés par des a- (1-3) glucane synthases qui ont des protéines modulaires qui possédent un
domaine de type GH appartenant a la famille GH13 et deux autres domaines de type GT appartenant
aux familles GTX et GTY (Xiao-Lian, et al. 2008). Ces a-(1-3) glucane synthases ont été identifiées
chez les champignons ascomycétes, basidiomycetes et arché-oascomycetes, mais pas chez les hémi-
ascomycetes (Damveld et al. 2005 ; Xiao-Lian, et al 2008; Fujikawa, et al. 2009). Chez A. fumigatus, il
existe trois génes encodant des a - (1-3) glucane synthases (Beauvais, et al 2005; Maubon, et al.
2006). Les deux mutants nuls d’AfAGS? et d’AfAGSZ ont des morphologies altérées et présentent une
réduction de leur sporulation, tandis que le mutant nul d’AfAGS3 sporule normalement. Seul le
mutant dags? d’'A. fumigatus présente une réduction significative (-50%) de la teneur en y (1-3)
glucanes dans sa paroi cellulaire (Beauvais, et al 2005 ; Maubon, et al 2006). La protéine Agsl
semble donc impliquée dans la biosynthése de ce type de composant de la paroi (Beauvais, et al
2005). Chez A. nidulans, deux genes encodant des a-(1,3) glucane synthases ont été identifiés (AGSA4,
AGSB,; Damveld, et al. 2005). AnAGSA est I'orthologue d’AGSD d’A. niger et A’ AfAGSZ2 d’A fumigatus,
tandis qu'AnAGSRB est 'orthologue d’AfAGS1 (Damveld, et al. 2005). Seul AnAGSA est exprimé qu’en
réponse a un stress pariétal (SDS, calcofluor, inhibiteur de la synthese des parois; Damveld, et al
2005), et cette expression différentielle dépend de la voie de signalisation AnMPK7 (équivalente a la
voie MgMPS1 ; Fujioka, et al. 2007).

Un seul de gene encodant une a-(1-3) glucane synthase a été identifié dans le génome de M. grisea
(AGS1; Fujikawa et al. 2009). L'immuno-détection des a-(1-3) glucanes chez M. grisea montre que
ceux-ci ne sont pas présents dans les parois du mycélium et des spores, mais s’accumulent dans les
parois des appressoria et des hyphes infectieux. L’accumulation différentielle des a-(1-3) glucanes
dans les parois de M. grisea est corrélée a I'expression différentielle de MgAGS1. De plus I'expression
de MgAGS1 dépend de la voie de signalisation Mps1 (pas d’expression de MgAGS1 chez le mutant nul
MgMPS1), Ainsi, comme chez A. nidulans, MgAGS1 est un géne dont I'expression est induite lorsque
la voie Mps1 est activée. Nous avons choisi d’étudier ce géne comme marqueur de I'activation de la
voie Mps1 et de construire un mutant nul afin d’évaluer son impact dans les fonctions cellulaires

controlées par la voie Mps1.

4.1. Etude bioinformatique du géne AGS1 de M. grisea
Chez M. grisea, il n’existe qu'un seul géne codant une a-(1-3) glucane synthase (4GS1 ; Fujikawa, et
al. 2009). Ce géne de M. grisea est composé de 4 exons et il est situé sur le supercontig 8 (position :
382352-389353). Il encode une protéine membranaire de 2251 acides aminés qui possede trois
domaines caractéristiques des a-(1-3) glucane synthases: un domaine Glycosyl Hydrolase
extracellulaire de type alpha-amylase (GH13, IPR006047) et deux domaines Glycosyl Transferases
intracellulaires de type glycogéne synthase (GT1 IPR013534, IPR001296) qui sont les domaines
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Figure 72: L’alignement des domaines Alpha-amylase, Glycosyltransferase et GIgA de la protéine Agsl chez M. grisea et S. pombe.

Ainsi, les domaines sont bien conservés entre ces deux espéces

GuylIAKUS80 GuylIAKU80Aagsl1

Figure 74 : Phénotype mycélien du mutant Guy?14kudagsi comparé a la souche sauvage

Guy114ku80
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catalytiques de la glucane synthase (Annexe 1). Ces domaines sont conservés entre MgAgs1 et 'a-(1-
3) glucane synthase 1 de S. pombe comme le montre leur alignement (Figure 72 ; 74% de similarité
et 60% d’identité).

Nous avons identifié par Blast les genes similaires a MgAGS1 chez les différentes espéces fongiques
analysées. La séquence de la protéine similaire a MgAgs1 chez C. immitis, étant mal annotée (manque
d’un exon a partir de I'acide aminé 1780) elle n’a pas été incluse dans cette analyse. Chez S. cerevisae,
C. albicans et A. gossypiil n’y a pas de génes encodant des a-(1-3) glucane synthases. L’alignement
des séquences de ces protéines montre qu’elles sont tres bien conservées en particulier au niveau
des domaines Alpha-amylase et Glycogene synthase (Annexe 1). L’ensemble de ces protéines a donc
les mémes domaines fonctionnels. Par contre, les liens d’orthologie au sein de cette famille de
protéines sont relativement complexes (Figure 73 - annexe 1). En effet, il semble exister dans la
plupart des génomes fongiques plusieurs genes encodant des o-(1-3) glucane synthases
appartenants a des familles de genes orthologues dont la distribution est variable suivant les especes.
Ainsi, chez les plectomycetes (Aspergillus, Penicillium), il existe de 2 a 5 génes encodant des a-(1-3)
glucane synthases, dont certains appartiennent a un clade spécifique de ces espéces. A 'opposé, M.
grisea ne possede qu'un géne encodant une a-(1-3) glucane synthase apparenté a une des deux
familles de genes présentes dans les génomes apparentés (N. crassa, P. anserina, S. macrospora). En
dehors de M. grisea, les seules espéces fongiques ne posséde qu’'un seul gene codant une a-(1-3)

glucane synthase sont B. cinerea, S. sclerotiorum, et Tuber melanosporum.

4.2. Construction de mutants nuls Guy?14ku804ags1

La construction de la cassette de délétion de MgAGSI a été réalisée par la méthode de PCR
« double-joint ». Les amplifications par PCR nous ont permis d’obtenir une séquence de la région
flanquante gauche de MgAGS? (amorces ags1-Zet ags1-15)de 1177 nt, et une séquence de la région
flanquante droite de MgAGS1 (amorces agsi-3 et agsi-13) de 1553 nt. La casette de remplacement
de géne a été amplifiée (3949 nt) par PCR avec les amorces internes agsi-8 et agsi-9 et vérifié par
séquengage. Elle a été introduite par transformation dans des protoplastes de la souche Guy?14ku80
de M., grisea. 20 transformants résistants a 'hygromycine ont été purifiés par isolement monospore.
L’analyse moléculaire des ADNg de ces transformants ont démontré que 11 d’entre eux (T1, T2, T3,
T4, T6, T8, T9, T11, T12, T15, T16) ne comportaient plus 'ORF du géne de MgAGS1, (55% de
mutants). Deux mutants Guyl14ku804ags1 (T8 et T15) ont été choisis pour les analyses

phénotypiques, ainsi qu'un transformant ectopique (T11).

4.3. Croissance, morphologie et sporulation du mutant nul Guy?14ku804ags1
L’analyse de la morphologie des mutants a été réalisée avec les différents mutants obtenus. Les
résultats étant identiques pour tous les mutants analysés, seuls les résultats d'un seul mutant sont
présentés. Le mutant Guyl14ku80Aagsl mis en culture sur milieu minimum pendant 7 jours,

présente une légére réduction de croissance et de mélanisation (Figure 74). Cependant, ce mutant a
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Figure 75 : Taux de sporulation chez le mutant GuyZ14ku80A4agsi comparé a la souche sauvage: Le

mutant Guyl14ku804ags1a 68% de diminution de sporulation
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Figure 76: Représentation graphique des inhibitions avec un mélange de l'aculéacine et de la
nikkomycine a DI20 sur la souche sauvage et le mutant Guy714ku804ags1. Le test a été réalisé avec 0.01
ppm de la nikkomycine et 0.001 ppm de l'aculéacine. D’aprés les mesures, aucune synergie n'a été

détectée chez le mutant Guy114ku804ags1



Résultats

une croissance équivalente a la souche sauvage en milieu liquide. Le mutant Guy114ku80A4ags1
présente une diminution de sa sporulation de -70%, par rapport a la souche sauvage Guy114ku80
(Figure 75). Par contre, les spores de ce mutant différencient normalement des appressoria sur une

membrane de téflon.

4.4. Sensibilité des mutants nuls des génes MgAGS1 aux inhibiteurs de la biosynthése de la paroi
4.4.1. Altération de la paroi du mutant nul Guy?14ku804agsi

Le test de protoplastisation a été réalisé en présence d'enzymes de dégradation des parois
(Glucanex, 1g/100ml) avec le mutant Adagsi, dans le but de comparer la cinétique de
protoplastisation de ce mutant avec celui de la souche sauvage Guy114ku80et du mutant Amps1. Le
mutant dags? libére des protoplastes plus rapidement que la souche sauvage. Ainsi, le Tp50 (temps
correspondant a la formation de 50% des protoplastes) du mutant 4dags? deux fois plus court que
celui de la souche sauvage (Tableau 18). La rapidité du mutant 4agsi a produire des protoplastes
pourrait provenir de modifications de sa paroi, le rendant plus sensible aux enzymes de dégradation
du glucanex. Enfin, le mutant dags? est aussi hypersensible a 'enzyme de dégradation du glucanex

que le mutant Amps1.

Tp50 mutant /
Tp50 sauvage Sensibilité au glucanex
Guy114ku804Amps1 50% 2X HS
Guy114ku804ags1 50% 2X HS

Tableau 18: Cinétique de protoplastisation du mutant GuylIAku80Adagsi. Le Tp50 de ce
mutant est de 55 minutes, contrairement a celui de la souche sauvage qui est de 110 minutes.
Le pourcentage est calculé avec le Tp50 des mutants par rapport a Tp50 de la souche sauvage.

HS : Hypersensible ; Tp50 : temps correspondant a la formation de 50% des protoplastes

4.4.2. Sensibilité du mutant nul Guy114ku804ags1 a un mélange d’aculéacine et de
nikkomycine
La mesure de la sensibilité du mutant dags? au mélange d’aculéacine (0,001 ppm) et de
nikkomycine (0,01 ppm) a été réalisée en milieu gélosé. Aucune hypersensibilité aux inhibiteurs
seuls ou en mélange, n’a été détectée chez ce mutant (Figure 76). Ce résultat est inattendu. En effet, le
profil d’expression de ce gene chez A. niger et M. grisea (voir introduction) ainsi que son activité
enzymatique prédite, suggere qu’4GS7 encode une enzyme importante pour la réparation de la paroi
fongique lors de son altération par des inhibiteurs. Dans le cadre de cette hypothése, le mutant nul
Adags1 devrait étre plus sensible a des inhibiteurs de la biosynthese de la paroi, ce qui n’est pas le
résultat observé. Cette situation inattendue pourrait provenir, soit de I'existence d’un autre gene non

directement apparenté a AGSI mais encodant une enzyme ayant une activité a-(1-3) glucane
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synthase résiduelle, , soit du fait que l'activité enzymatique d’Agsl n’est pas essentielle a la

réparation de la paroi en présence d’un inhibiteur.

4.5. Pouvoir pathogéne du mutant 4ags?

Le pouvoir pathogéne des mutants 4dagsi a d’abord été étudié en utilisant I'orge comme plante
hote. Les mesures de pathogénie ont été réalisées par la pulvérisation de suspension de spores sur
des feuilles d’orge. Une semaine aprés inoculation, les 1ésions apparues sur les feuilles sont comptées.
Les résultats montrent que le mutant 4ags? est aussi pathogéne que la souche sauvage Guy?14ku&0
(Figure 77). Le pouvoir pathogéne des mutants a ensuite été étudié avec le cultivar de riz Maratelli
(Tableau 19). Ces expériences montrent le mutant dags? présente une réduction de son pouvoir

pathogene, car il ne forme que 50% des lésions provoquées par la souche sauvage.

Maratelli
Guy114ku80 35*
Guy114ku80A4ags1 14
Réduction de pathogénie -50%

Tableau 19: Pathogénie du mutant 4ags7 pour le riz

*Nombre de lésions par feuille provoquées par le mutant dags?
sur des feuilles de riz 7 jours aprés inoculation, (3.10*
spores/ml). Le mutant A4agsl présente une diminution

quantitative de sa pathogénie

4.6. Conclusions sur le mutant 4dagsi de M. grisea

Nous avons obtenu onze mutants Guyl14ku80A4agsi. Ces mutants présentent une légére
diminution de leur croissance mycélienne et de leur mélanisation. Cependant, ces mutants
présentent une diminution significative de leur sporulation (-70%). Ces mutants ont
vraisemblablement une paroi modifiée, car ils présentent une hypersensibilité aux enzymes de
dégradation de parois comme le glucanex. Par contre, ces mutants ne sont pas hypersensibles a un
mélange d’inhibiteurs de la biosynthése de la paroi (aculéacine et nikkomycine). Leur pouvoir
pathogéne est légérement diminué uniquement dans le cas d’attaque du riz (-50%). L'ensemble de
ces résultats montre que MgAGS? joue un role important dans la sporulation, et la réparation de la
paroi, mais un réle mineur dans le pouvoir pathogene. L'importance de I'accumulation d’a-1,3-
glucanes dans les parois des hyphes de M. grisea au cours de l'infection a été suggérée par Fujikawa,
et al. (2009). Ces auteurs ont montré que cette accumulation dépendait de I'activation de la voie de
signalisation Mps1 (absence d’accumulation chez le mutant 4mps1). lls ont donc émis ’hypothése
que la non-pathogénie du mutant 4mps? pouvait découler de 'absence d’a-1,3-glucanes dans ses
parois. Cette absence d’a-1,3 glucanes, démasquerait les composants de la paroi (chitine) reconnu

par les systémes de défense de la plante, et conduirait a une réaction rapide de la plante en réponse a
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I'attaque fongique. En effet, les plantes sont connues pour induire la sécrétion de divers enzymes qui
dégradent les parois fongiques, par exemple (3-1,3- glucanase et chitinase, en réponse a l'infection
fongique comme mécanisme de défense (Van Loon, et al 2006). Ces enzymes empéchent 'infection
fongique non seulement par le blocage développement des hyphes infectieux (Mauch, et al 1988 ;
Mauch et Staehelin, 1989 ; Toyoda, et al 1991), mais également en libérant MAMPs des hyphae
(Ryan et Fermier, 1991 ; Felix, et al 1993 ; Vander, et al. 1998). 11 a été décrit que la chitine est
deacetylaté au chitosane dans la paroi des hyphes infectieux pour éviter la génération de MAMPs
chez certains champignons pathogénes de plante, par exemple chez P. gramini (pathogéne de blé), C.
graminicola (pathogéne de mais) (El Gueddari, et al. 2002). En fait, les oligomeres de N-
acetylglucosamine, produits de la chitine, fonctionnent comme MAMP dans le blé, tandis que les
oligomeéres de N-glucosamine produits du chitosane ne font pas (Vander et al. 1998). Ainsi, la
composition de la paroi cellulaire des pathogénes fongiques joue un réle important dans l'interaction
des plantes - champignons. Selon cette hypothése, le mutant 4ags? devait étre non pathogéne comme
le mutant 4mps1. La faible réduction du niveau de pathogénie du mutant 4agsi que nous avons
observé montre que cette hypothese est sans doute trop simple. Ainsi, 'absence probable d’a-1,3
glucanes chez le mutant 4ags1 n’est pas suffisante pour permettre une reconnaissance du mutant par
les systemes de défense de la plante. Il faudra toutefois vérifier le contenu en a-1,3-glucanes des
appressoria et des hyphes infectieux du mutant 4ags? avant de conclure définitivement.

Les phénotypes des mutants dagsi de M. grisea sont assez semblables a ceux des mutants d'a-1,3-
glucane synthases déja obtenus chez A. fumigatus (Beauvais, et al. 2004 ; Maubon et al. 2006). En
effet, les mutants 4Afagsi et dafagsZ présentent une réduction importante de leur sporulation (-
75%) comme le mutant 4Mgags1. Les deux mutants 4Afags1 et AafagsZ sont toujours virulents pour
la souris (Beauvais, et al. 2004). Le mutant 44/3gs3 sporule plus rapidement que la souche sauvage
et il présente plus forte mélanisation de ses spores. Enfin, il est plus virulent que la souche sauvage
pour la souris. Les auteurs (Maubon et al. 2006) expliquent ce résultat inattendu par un phénomene
de compensation chez le mutant 44£ags3, qui se manifeste par sur-expression du géne AfAGS1 et par

une hypermélanisation.
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5. Etude du réle du geéne candidat Mg/DC1 orthologue de Pa/DC1, dans la voie de signalisation Mps1
chez M. grisea

Le geéne /DCI a été identifié pour la premiere fois chez le champignon ascomycete P. anserina
(Jamet-Vierny, et al. 2007). Plusieurs arguments expérimentaux suggerent qu'/DC7 est un élément
essentiel de la voie de signalisation MAP Kinase PaMpkl (voie équivalente a la voie Mpsl de M.
grisea). Ainsi, I'analyse phénotypique des mutants nuls d’/DC7 montre que ce géne est nécessaire a la
différenciation des fructifications sexuelles, la défense hyphale qui est un mécanisme de défense
contre d’autres micro-organismes lié a l'accumulation de peroxydes, et le développement du
phénomeéne de dégénération de type CG qui provient d'une activation anormale de la voie PaMpk1
(Kicka, et al. 2006). Tous ces phénotypes sont équivalents a ceux des mutants nuls des genes
PaNOX1, PaASK1, PaMKK1 et PaMPKI1. De plus, il a été montré qu’ldcl n’est pas nécessaire a
I'activation de PaMpkl par phosphorylation, mais qu’il est indispensable pour la localisation
nucléaire de PaMpk1. Ainsi, Idc1 est un élément essentiel pour le fonctionnement de la voie PaMpk1

(Jamet-Vierny, et al. 2007).

5.1. Etude bioinformatique du géne /DC1 de M. griseaencodant !’ orthologue d’/DC1 de
Podospora anserina

Le géne de M. grisea la plus similaire a PalDC1, est le géne MgIDC1 (MGG_06673.6, BlastP, 53%
d’identité et 65 % de similarité, e-value: 00). Mgldcl est une protéine de 1633 acides aminés,
encodée par un géne comportant 5 exons et situé sur le supercontig 18 (position : 2284267-
2289593). La protéine Mgldc1 posseéde un domaine WD40 qui est retrouvé dans Paldc1 (Figure 78).
Nous avons identifié les protéines similaires a Mgldc1 que chez certaines espéces fongiques. Ainsi il
existe des génes orthologues de Mg/DC1/PalDC1 chez tous les Pezizomycotina mais aucun chez les
Saccharomycotina (. cerevisiae, Y. lipolytica) et les Taphrinomycotina (5. pombe). 1l semble exister
une variation dans la taille de ces protéines chez certaines espéces. Ainsi, chez M. graminicola et S.
nodorum, des protéines similaires a Mg/DC1 avec un domaine WD40 ont été identifiées, mais ces
protéines sont deux fois plus courtes (950 acides aminés <) que les protéines de la famille Idc1 des
autres ascomycetes. L’alignement des séquences de I'ensemble des protéines de la famille Idcl
montre qu’elles ne sont bien conservées qu’au niveau du domaine WD40 (Annexe 1, 70 a 250 aa) et
d’'une région située entre 515 a 890 aa qui pourrait avoir une rdéle fonctionnel. L’arbre
phylogénétique construit a partir de cet alignement montre que ces protéines sont encodées par des

geénes orthologues, puisque leur phylogénie est identique a celles des especes étudiées.

5.2. Construction de mutants nuls Guy?14ku80Aidc1
Pour la construction du vecteur de remplacement de ce gene, la méthode de PCR « double-joint » a
été utilisée. Nous avons obtenu par PCR une région flanquante gauche de Mg/DC1 (amorces idcl-

ZNVOet idc1-15) de 787 nt et une région flanquante droite de Mg/DC1 (amorces id1-c3NVO et idcl-
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13) de 956 nt,. La cassette finale de 3000 nt a été introduite par transformation dans des
protoplastes de la souche Guyl14ku80 de M. grisea. L'analyse moléculaire des ADNg des 17
transformants ont démontré que 8 d’entre eux (T1, T4, T5, T6, T8, T9, T13, T17) ne comportaient
pas 'ORF du géne /DCI (fréquence de mutants de 47%). Parmi ces souches, deux mutants
Guy114ku80A4idc1 (T4 et T5) ont été choisis, ainsi qu'un transformant ectopique (T12) pour les

analyses phénotypiques.

5.3. Croissance, morphologie et sporulation du mutants nul Guy114ku804idc1

L’analyse phénotypique des mutants Adidci a été réalisée avec les différents transformants
identifiés comme étant des mutants de délétion. Les résultats étant identiques pour tous, seuls les
résultats du mutant Guyl14ku80Aidci.4 sont présentés. GuyllAku80Aidcl a une croissance
normale, par rapport a la souche sauvage sur un milieu minimum. Cependant, sa morphologie est
différente de la souche sauvage (Figure 79) et ressemble quantitativement a celle du mutant
Guy114ku80Amps1 (pas d’hyphes aériens, dépigmentation). Cependant ces défauts sont moins
marqués que ceux du mutant Guyl14ku80Amps1. Le mutant Guy114ku80Aidcl présente aussi une
diminution de sa sporulation de 50% par rapport a la souche sauvage (Figure 80). Par ailleurs, 74%
des spores de Guyl14ku80A4idcl différencient des appressoria comme la souche sauvage

correspondante.

5.4. Sensibilité du mutant nul du géne Mg/DC7 aux inhibiteurs de la biosynthése de la paroi
5.4.1. Altération de la paroi du mutant nul Guy114ku80A4idc1
Une mesure de la sensibilité du mutant Guy?14ku80A4idcl aux enzymes de dégradation, le
glucanex (1g/100ml) a été réalisé en mesurant la cinétique de protoplastisation de ce mutant par
rapport a celles du mutant Guy14ku804Amps1 et de la souche sauvage Guyl14ku&0. Le mutant
Guy114ku80A4idcl libere des protoplastes plus rapidement que la souche sauvage. Ainsi, le Tp50
(temps nécessaire a la formation de 50% des protoplastes) du mutant Guy?14ku80A4idcl est
équivalent a celui du mutant Guy?14ku80Amps1 (Tableau 20) et ces valeurs sont deux fois moindre
que celles de la souche sauvage. Ainsi, le mutant Guy?14ku80Aidcl est aussi hypersensible que le

mutant Guy114ku804Amps1 aux enzymes de dégradation présents dans le glucanex.

Tp50 mutant /
Tp50 sauvage Sensibilité au glucanex
Guy114ku80Amps1 50% 2X HS
Guy114ku80Aidcl 55% 2X HS

Tableau 20 : Sensibilité du mutant Guy114ku804idc1 aux enzymes de dégradation de la paroi
Le Tp50 de ce mutant est de 50 Le pourcentage est calculé avec le Tp50 des mutants par
rapport a Tp50 de la souche sauvage. HS: Hypersensible. Tp50: temps nécessaire a la

formation de 50% des protoplastes
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Figure 81: Représentation graphique des inhibitions avec un mélange de l'aculéacine et de la
nikkomycine a DI20 sur la souche sauvage et le mutant Guy14ku804idci. Le test a été réalisé avec 0.01
ppm de la nikkomycine et 0.001 ppm de l'aculéacine. D’apres les mesures, une inhibition de 70% a été

détectée pour le mutant Guy114ku804idc1
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Figure 82: Photo d’infections sur I'orge du mutant Guy114ku804idc1 et la souche sauvage Guy114ku80. Les photos sont prises a 7

jours. Les plantes sont infectées avec 3.10* spores/ml. Une réduction de 63% est observée chez le mutant Guy114ku804idc1



Résultats

5.4.2. Sensibilité du mutant nul Guy114ku80Aidc1 a un mélange d’aculéacine et de
nikkomycine
Nous avons comparé l'inhibition de la croissance mycélienne du mutant Guy?14ku80A4idcl en
présence de fongicides seuls ou en mélange, par rapport a celle observée chez la souche sauvage
Guy114ku80. L'inhibition de la croissance du mutant Guy114ku804idcl en présence d'un mélange
aculéacine/nikkomycine (0.001ppm/0.01ppm) est plus forte (70%) que celle détectée pour la
souche sauvage Guy114ku80 (20% ; Figure 81). Le mutant Guy114ku804idc1 montre ainsi une forte
hypersensibilité au mélange d’inhibiteur d’aculéacine et de nikkomycine, qui reste cependant
inférieure a celle observée pour le mutant Guy?14ku80Amps1 (100% d’hypersensibilité), Ce résultat

suggere que Mg/DC1 ait un role dans la réparation de la paroi en présence des inhibiteurs.

5.5. Pouvoir pathogéne du mutant 4idc1

Le pouvoir pathogéne du mutant Guyl14ku80A4idcl, a été étudié dans différentes conditions et sur
différentes plantes hotes. Le pouvoir pathogene des mutants Guy114ku80Aidci a d’abord été évalué
en utilisant 'orge comme plante héte. Des tests de pathogénie par pulvérisation d’une suspension de
spores sur des feuilles de plantes d’orge ont été réalisés. Une semaine aprés inoculation, les 1ésions
sont comptées. Les résultats obtenus mettent en évidence une réduction mesurable du nombre de
l1ésions (-63%) provoquées par le mutant Guyl14ku80Aidcl par rapport a la souche sauvage
Guy114ku80 (Figure 82). Le pouvoir pathogéne des mutants vis-a-vis du riz a ensuite été étudié, en
utilisant deux cultivars de riz, les variétés CO39 et Maratelli qui sont sensibles. Les mutants
Guy114ku80Aidcl présentent une réduction du nombre de lésions de -55% (Tableau 21)
équivalente a la réduction observée sur orge. Le mutant Guy?14ku80A4idcl présente une réduction

de son pouvoir pathogéne qui est quantitative et bien moindre que le mutant Ampsi (non

pathogéne).
Orge C039- Maratelli -
Riz Riz
Guy114ku80 75* 38 35
Guy114ku80A4 idc1 19 18 15
%Réduction -63% -52% -57%

Tableau 21 : Pathogénie du mutant. Guy14ku804idc1

*Nombre de lésions par feuille provoquées par le mutant Guy114ku804idc1 sur des
feuilles de riz et d’orge. Les comptages ont été réalisés 7 jours, apres la pulvérisation
d’une suspension de 3.10% spores/ml. Le mutant Guy?14ku804idc1 présente une

diminution de 50% du nombre de Iésions.
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5.6. Conclusion sur le mutant 4idc1 chez M. grisea

Les mutants 4idci de M. grisea ont une croissance normale par rapport a la souche sauvage sur le
milieu minimum. Cependant, leur morphologie est différente de la souche sauvage (diminution des
hyphes aériens, dépigmentation, Figure 81) et ressemble a celle du mutant Guy114ku804Amps1. Les
mutants Guy114ku80A4idcl présentent aussi une diminution quantitative de leur sporulation (-47%),
par rapport a la souche sauvage Guyl14ku80. Les mutants didcI sont aussi hypersensibles aux
enzymes de dégradation, le glucanex (2x HS) et aussi au mélange des inhibiteurs de la biosynthése de
la paroi d’aculéacine et de nikkomycine (-70%), comme la souche mutante Guyl14ku80Amps1.
Enfin, le pouvoir pathogene des mutants Guyi14ku80A4idci est diminué de 50% par rapport a la
souche sauvage. L'ensemble de ces résultats montre que Mg/DC7 est impliqué dans la formation des
hyphes aériens, la sporulation, la biosynthese/réparation de la paroi et dans une moindre mesure le
pouvoir pathogene. Les phénotypes des mutants Guy?14ku80Aidcl sont similaires a ceux du mutant
Guyl14ku80Amps1, mais sont quantitativement moins altérés que ceux du mutant
Guyl14ku80Amps1.

Chez P. anserina, le mutant APaidcl présente un ensemble de phénotypes caractéristiques :
réduction de la pigmentation et absence d’hyphes aériens, stérilité femelle, absence d’interférence
hyphale et de développement d’altérations de croissance de type Crippled Growth (Jamet-Vierny, et
al. 2007). Le mutant AMgidcl présente certains des phénotypes (réduction de la pigmentation et
absence d’hyphes aériens), les autres phénotypes n’ayant pas été testés (stérilité femelle, altération
CG). Chez P. anserina, le mutant APaidcl présente les mémes phénotypes que le mutant 4Pampk1
(PaMPK1 est l'orthologue de MgMPST), ce qui n'est pas le cas du mutant AMgidcl. Ces éléments
suggerent que Mgldcl appartienne bien a la voie de signalisation Mpsl comme Paldcl chez P.
anserina, mais a la différence de Paldcl qui est essentiel au fonctionnement de la voie Mpk1, Mgldc1

ne ferait que moduler quantitativement I'activité de cette voie.
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6. Etude du géne candidat MgADAZ orthologue de ScADAZ et de son réle dans la voie de signalisation
Mps1 de M grisea

La protéine Cas5 de Candida albicans est un régulateur transcriptionel qui posséde un domaine
avec un doigt de zinc (ZZ domaine, PFAM : IPR000433 ; Bruno et al. 2006). Ce géne a été identifié lors
d’'un criblage de mutants pour leur hypersensibilité a un inhibiteur de la biosynthése de la paroi
fongique, la caspofongine. L’expression de CaCAS5 est induite par un traitement par la caspofongine.
Il a été aussi montré que CaCas5 est impliqué dans le contréle de I'expression de plusieurs génes
codant des enzymes de réparation de la paroi cellulaire (Bruno et al 2006). L’ensemble de ces
données suggere que CaCas5 soit un nouveau facteur de transcription impliqué dans la régulation de
la réponse cellulaire a un stress pariétal. Par contre le mutant nul 4Cacas5 est non pathogene pour la
souris (Chamolois et al 2009).

Le coactivateur de CaCAS5, CaADAZ, est identifié (Bruno et al 2006). Tous les génes réprimés chez
le mutant ACaadaZ2 sont réprimés aussi chez le mutant Acacas5. De plus le mutant 4CaadaZ est
hypersensibles a la caspofongine comme le mutant Acacas5. Ainsi les auteurs ont suggéré que
CaADAZ est nécessaire pour l'activation des genes induits par la caspofongine.

Les auteurs ont supposé que soit CAS5 est un des génes impliqué dans la cascade de signalisation
MAPK Mkc1 (Homologue de Mps1) ; soit il est impliqué dans une nouvelle cascade de signalisation
pas encore définie. Ces résultats, nous ont conduit a rechercher si il existait un gene orthologue de
CaCAS5 et CaADAZ chez M. grisea afin d’étudier ses réles dans les voies de signalisation impliquées

dans la réparation de la paroi en réponse a un stress pariétal.

6.1. Etude bioinformatique du géne de M. grisea encodant I'orthologue de CaCAS5

Nous n'avons pas trouvé les homologues du géne CaCAS5 chez M. grisea. Par contre, nous avons
identifié un gene homologue de Ca4ADAZ2 dans le génome de M. grisea (MgADAZ: MGG_05099.6 ; 68%
d’homologie et 50% d’identité, e-value BlastP: 2e-89). MgAda2 est une protéine de 392 acides aminés
encodée par le gene MgADAZ composé de 3 exons et localisé sur le supercontig 27. La protéine
MgAda2 possede trois domaines : le domaine ZZ (IPR000433) qui est un domaine a doigt de zinc
caractéristique des facteurs de transcription, le domaine COG5114 (IPR014778), et le domaine
SWIRM (IPR007526) qui est impliqué dans les interactions protéine-protéine (Annexe 1). Ces
domaines sont bien conservés entre les deux protéines Ada2 de M. grisea et C. albicans (Figure 83).
Nous avons identifié par Blast des génes encodant des protéines similaires a MgAda2 dans les
génomes fongiques chez l'ensemble des champignons ascomycétes analysés (Annexe 2).
L’alignement des séquences de ces protéines montre qu’elles sont relativement bien conservées en
particulier au niveau des domaines ZZ, COG5114 et SWIRM (Annexe 1). L’arbre phylogénétique
construit a partir de ces séquences montre que ces genes sont orthologues puisque la phylogénie

reconstruite a partir de ces séquences protéiques est identique a celles des especes étudiées. De plus,
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I'ensemble de ces protéines a les mémes domaines fonctionnels. L'ensemble de ces arguments

suggere que ces différentes protéines ont la méme fonction.

6.2. Construction des mutants nuls Guy114ku804ada2

Pour la construction de ce mutant de délétion, la méthode de PCR « double-joint » a été utilisée.
Nous avons amplifié par PCR une région flanquante gauche du géne MgADAZ (amorces cas5-2 et
cas52-15)de 1011 nt, et une région flanquante droite du gene MgADAZ (amorces cas5-3 et cas5-13)
de 985 nt. La casette finale de 3315 nt a été introduite par transformation dans des protoplastes de la
souche Guy114ku80de M. grisea. L'analyse moléculaire des ADNg de 12 transformants a montré que
2 transformants (T4, T9) ne comportaient pas 'ORF du gene MgADAZ (16% de fréquence de
mutants) Ainsi, les deux mutants Guy?14ku80AadaZ (T4 et T9), ainsi qu’un transformant ectopique

(T12) ont été analysés au niveau phénotypique.

6.3. Croissance, morphologie et sporulation du mutant nul Guy114ku804ada?

L’analyse phénotypique des mutants Guyli14dku80dadaZ a été réalisée avec les différents
transformants identifiés comme étant des mutants de délétion. Les résultats étant identiques pour
tous ces transformants, seuls les résultats du mutant Guyl1A4ku80Acas52-9 sont présentés.
Guy114ku804ada? a une croissance normale par rapport a sa souche sauvage sur un milieu
minimum. Sa morphologie est semblable a celle de la souche sauvage (Figure 84). Le mutant
Guy114ku80AadaZ présente une sporulation semblable a celle de la souche sauvage (Figure 85).
Pour I'ensemble de ces critéres phénotypiques, le mutant Guy?14ku80AadaZ est donc semblable a la
souche sauvage et difféere donc aussi bien du mutant Guyl14ku80AmpsI que des mutants
Guy114ku80Aswi4, Guy114ku80Aswi6 et Guy114ku80Arml1 qui présentent tous des morphologies
différentes de la souche sauvage. Le mutant Guy?14ku804adaZ présente une sporulation semblable

a celle de la souche sauvage.

6.4. Sensibilité du mutant nul du géne MgADAZ aux inhibiteurs de la biosynthése de la paroi

Nous avons comparé l'inhibition de la croissance mycélienne du mutant Guyi114ku804adaZ en
présence de fongicides seuls ou en mélange, par rapport a celle observée chez la souche sauvage
Guy114ku80. L'inhibition de la croissance du mutant Guyl14ku804adaZ en présence d'un mélange
aculéacine/nikkomycine (0.001ppm/0.01ppm) est plus forte (45%) que celle détectée avec la
souche sauvage Guyll4ku80 (20%). Le mutant GuyliAdku80AdadaZ montre ainsi une certaine
hypersensibilité au mélange d’aculéacine et de nikkomycine, qui reste cependant tres inférieure a
celle observée pour le mutant Guy114ku80Amps1 (100% d’hypersensibilité).

Ce résultat suggére cependant que MgADAZ ait un réle dans la réparation de la paroi en présence

des inhibiteurs (Figure 86).
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Figure 86: Représentation graphique des inhibitions avec un mélange de l'aculéacine et de la
nikkomycine a DI20 sur la souche sauvage et le mutant Guy?14ku80Acas5. Le test a été réalisé avec 0.01
ppm de la nikkomycine et 0.001 ppm de l'aculéacine. D’apres les mesures, une inhibition de 45% a été
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Figure 87: Photo d’infections sur I'orge du mutant GuylI14ku80Acas5 et la souche sauvage Guyl14ku80. Les photos sont
prises a 7 jours. Les plantes sont infectées avec 3.10* spores/ml. Une réduction de 19% est observée chez le mutant

Guyl14ku80Acas5
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6.5. Pouvoir pathogéne du mutant 4ada2
Le pouvoir pathogeéne des mutants dadaZ a d’abord été évalué en utilisant 'orge comme plante
hote. Des pulvérisations d'une suspension de spores sur des feuilles de plantes d’orge ont été
réalisées. Une semaine aprés inoculation, les 1ésions sont comptées. Les résultats obtenus mettent en
évidence une réduction de 20% du nombre de 1ésions pour le mutant Guy?14ku804adaZ comparé a
la souche sauvage Guy14ku80 (Figure 87). Cette réduction du nombre de lésions peut étre
considéré comme faible, voire peu significative. Il est donc vraisemblable qu’ADA2 ne joue pas un

réle important dans le pouvoir pathogene de M. grisea.

6.6. Conclusion sur le mutant dada2

Les mutants Guyl1A4ku80AdadaZ de M. grisea ont non seulement une croissance normale par
rapport a la souche sauvage sur un milieu minimum, mais leur morphologie (hyphes aériens,
pigmentation) et leur sporulation sont semblables a celles de la souche sauvage Guy?14ku80. Les
mutants dadaZ sont légerement hypersensibles au mélange d’inhibiteurs de la biosynthése de la
paroi (aculéacine et nikkomycine:-45%). Enfin, le pouvoir pathogene des mutants
Guyl14ku804adaZ est équivalent a la souche sauvage. Ainsi, le mutant Guyii14ku804adaZ ne
présente que trés peu des phénotypes altérés du mutant Guyli4ku80Ampsi, et sa seule
ressemblance se limite a une hypersensibilit¢é au mélange d’aculéacine et de nikkomycine.
L’ensemble de ces résultats suggere que MgADAZ joue un réle spécifique dans la réparation de la
paroi en réponse a un stress. D’autres stress pariétaux devront étre analysés, en particulier la
sensibilité a des enzymes de dégradation de la paroi. .Sa place dans les voies de signalisation
fongiques, en particulier, la voie Mps1, reste a étre déterminée, en particulier en étudiant son

expression en réponse a des stress pariétaux et dans ces contextes mutants comme celui du mutant

Guyl14ku80Amps1.
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7. Etude du géne candidat MgKNR4 orthologue de ScKRN4 et de son role dans la voie de signalisation
Mps1 de M grisea

La protéine Knr4, récemment caractérisée comme étant une protéine intrinsequement
désordonnée de S. cerevisiae, impliquée dans la réparation de la paroi cellulaire et la régulation du
cycle cellulaire (Gonzalez-Ramos, et al 2009 ; Dagkessamanskaia, et al 2010). Cette protéine est
constituée d'un noyau globulaire central avec une extrémité N-terminale peu structurée. La protéine
Knr4 a la capacité d’'interagir avec de nombreuses protéines (30 protéines a ce jour ; Durand, et al.
2008). Ainsi, il a été montré chez S. cerevisiae que Knr4 interagit avec Slt2 (Durand, et al 2008). De
plus, cette protéine est essentielle pour la viabilité des cellules en I'absence d'une voie Pkc1-SIt2
fonctionnelle chez S. cerevisiae. Ces résultats nous ont conduit a rechercher si il existait un gene

orthologue de ScKRN4 chez M. griseaafin d’étudier son role dans la voie de signalisation Mps1.

7.1. Etude bioinformatique du géne de M. griseaencodant !’ orthologue de KNR4

La protéine de M. grisea la plus semblable a ScKnr4 est celle encodée par le géne MGG_03970.6
(35 % identité, 53 % similarité, e-value : 1E-41). Le gene de M. grisea encodant cette protéine de 556
acides aminés, MgKNR4, est composé de 3 exons et il est situé sur le supercontig 12 (position :
1219632-1221987). La protéine MgKnr4 possede un domaine SIM1_KNR4 (IPR018958) similaire a
celui de ScKnr4, comme le montre 'alignement des séquences de ces deux protéines (Figure 88).
Nous avons identifié les protéines similaires a MgKnr4 chez l'ensemble des champignons
ascomycetes analysés (Annexe 2). L'alignement de ces protéines montre qu’elles sont relativement
bien conservées en particulier au niveau de domaine SIM_KNR4 (Annexe 1). L’arbre phylogénétique
construit a partir de cet alignement montre que les genes encodant ces protéines sont orthologues
puisqu’elles ont une phylogénie identique a celles des especes étudiées. De plus, I'ensemble de ces
protéines a le méme domaine conservé. L’ensemble de ces arguments suggere que ces différentes

protéines aient la méme fonction.

7.2. Construction des mutants nuls 4knr4

Pour la construction de ce mutant de délétion, la méthode de PCR « double-joint » a été utilisée.
Nous avons obtenue par PCR une région flanquante gauche du gene MgKNR4 (amorces knr4-2 et
knr4-15) de 955 nt, et une région flanquante droite du gene MgKNR4 (amorces knr4-3 et knr4-13)
de 920 nt. Cette casette de 3030 nt a été introduite par transformation dans des protoplastes de la
souche Guyl14ku80 de M grisea. L’analyse moléculaire de 120 transformants résistants a
I'hygromycine a confirmé que tous les transformants comportaient 'ORF de KNR4. Nous n’avons
donc pas réussi a obtenir de mutants par remplacement de géne a ce locus. Le méme résultat négatif
a été obtenu en utilisant comme souche réceptrice de la transformation, la souche sauvage P1.2 et la

souche sauvage P1.24ku80.
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7.3. Conclusion sur le mutant 4knr4

Nous n’avons pas réussi a obtenir de mutants par remplacement de géne au locus MgKNR4, malgré
l'utilisation de deux souches sauvages différentes (P1.2, Guy11) et de deux mutants Guy14ku80 et
P1.24ku80, qui permettent d’obtenir des mutants a haute fréquence (60-100%) a la plupart des loci
de M. grisea (Villalba, et a./ 2008). L’incapacité a obtenir ces mutants suggére soit que la délétion de
ce géne est létale, soit que ce locus soit déficient pour la recombinaison homologue comme cela a été
observé pour le locus ACE? (Villalba, et a./2008). Alternativement, il serait intéressant de tenter la
suppression de I'expression de ce gene par I'expression d’ARNs double brins spécifiques de ce gene
sous le contrdle d'un promoteur inductible. En effet cette méthode pourrait permettre de répondre a

cette question (l1étalité ou locus anti-recombinaison).
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Figure 90: Représentation graphique des niveaux d’expression des génes encodant les facteurs de
transcription de la voie de signalisation de MPS1, chez M. grisea. L'analyse des expressions est réalisée

chez la souche sauvage Guy114ku80, traités et non traité par 0.001ppm de 'aculéacine




Résultats

8. Analyse des réseaux de régulation transcriptionelle contrélés par MgMPS1

Nous avons utilisé deux approches afin d’étudier les réseaux de régulation transcriptionelle
controlés par MPS1. Tout d’abord nous avons étudié les profils d’expression des facteurs de
transcription de cette voie (SW/4, SWI6, RLM1, CRZI) au cours du développement fongique et de
conditions de stress associées au remodelage de la paroi. La premiére question était de savoir quels
étaient les niveaux d’expression de ces genes dans le mycélium, les spores ou les appressoria.
Ensuite, nous avons cherché a déterminé quels étaient leurs niveaux d’expression en présence ou en
absence d’un traitement d'une heure par un inhibiteur de la biosynthése des glucanes, I'aculéacine
(0.001ppm, DI80). Ensuite, nous avons utilisé des génes candidats dont les orthologues chez S.
cerevisiae et A. nidulans ont une expression en réponse a une stress pariétal qui dépend de la voie
Mps1. Les profils d’expression des genes identifiés ont été analysés par qRT-PCR dans les mémes
conditions que les genes encodant les facteurs de transcription de la voie Mps1, en présence ou non
d’aculéacine. L’objectif de ce travail est de définir les conditions et les génes de références qui sont
induit par un stress pariétal et d’identifier parmi ceux-ci ceux dont l'induction ou la répression

dépend de Mps1.

8.1. Analyse de I'expression des génes encodant les facteurs de transcriptions de la voie de MAP
kinase, Mps1
8.1.1. Expression des génes de la voie Mps1 au cours du développement ou de stress
chez M. grisea
La premiére analyse a consisté a analyser les profils d’expression des genes codant les facteurs de
transcription que nous avons étudiés (SWI4, SWi6, RLM1 et CRZ1). Ainsi, 'expression de ces génes a
été mesurée dans le mycélium cultivé sur milieu synthétique, les spores et les appressoria
différenciés sur téflon par qRT-PCR. D’aprés la figure 89, MPS7 est toujours exprimé au cours de
développement, mais il est surexprimé dans I'appressorium par rapport au mycélium (x 10) et aux
spores (x 4). Les genes SWi4, SWI6, RLM1 et CRZ1 ne sont quasiment pas exprimés dans le
mycélium. Par contre, ils sont significativement exprimés (0,3 a 2 fois ILV5) dans la spore et
I'appressorium et présentent le méme profil d’expression en fonction des tissus fongiques (maximum
d’expression dans les spores) qui differe de celui de MPS1 (maximum d’expression dans les
appressoria). SWi4 est le géne qui a le plus faible niveau d’expression dans les spores et les
appressoria. Par contre, les génes RLM1 et CRZ1 sont tous les deux sur exprimés dans les spores (10
- 20) et les appressoria (5 - 10) par rapport au mycélium, avec un maximum d’expression dans les

spores
8.1.2. Analyse de I'expression des génes candidats en présence de I'aculéacine

Nous avons ensuite analysé I'expression des génes encodant les facteurs de transcription (Figure

90) SWi4, SWI6, RLM1 et CRZ1 en présence ou en absence d’aculéacine (DI80) chez la souche
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sauvage Guy114ku80. D’aprés la Figure 90, tous les genes encodant ces facteurs de transcription ne
sont exprimés que faiblement en absence de traitement en accord avec les résultats obtenus
précédemment (Figure 89). Par contre, lors d'un traitement a 'aculéacine, 'expression de MPS1 et de
SWiI4, SWi6, RLM1 augmentent au moins d’un facteur de deux. Seul, 'expression de CRZ1 ne change
pas en présence de 'aculéacine. Ces résultats montrant que les facteurs de transcription de la voie
Mps1 sont surexprimés en présence d'un inhibiteur de la biosynthese de la paroi, ce qui suggere que
I'activation de la voie par un stress pariétal conduit a une induction de I'expression de ces genes. Par
contre, CRZ1 encodant le facteur de transcription de la voie de Calcineurine n’est pas surexprimé lors
de I'aculéacine, suggérant que cette voie ne participe pas a directement a la réponse transcriptionelle

de la cellule fongique en réponse a une traitement par I'aculéacine.

8.2. Analyse des génes candidats cibles de la voie Mps1

Chez la levure, la cascade de signalisation MAP Kinase est activée en réponse a plusieurs stimuli
environnementaux (Jung, et al 1999). L’activation de cette voie conduit a l'augmentation de
I'expression de nombreux genes, en particulier des génes codants pour des protéines de la paroi
cellulaire et des enzymes impliquées dans la biosynthése ou la modification de la paroi, y compris les
B-1,3-glucane synthases (Fks1p et Fks2p) et les chitine synthases (Chs3p ; Jung et Levin, 1999). Chez
S. cerevisiae, I'expression des 25 génes impliqués dans l'intégrité de la paroi cellulaire, y compris,
CHS3 et FKS1 sont dépendants du facteur de transcription RLM1 qui est activé par MPK1. Parmi ces
25 génes, on trouve des génes encodant des protéines de la famille PIR (Protein Interaction
Reporters ; Zhang, et al. 2009 ; Pirl, 2, 3 et Cis 3), 7 protéines a encre GPI, BGLZ encodant une
glucane B-1,3-glucosidase, SPS700 encodant une protéine participant a la matrice glycoprotéique de
la paroi (Law et Segall, 1988) et enfin une protéine mannoptransférase (Mnn1).

Chez A. nidulans, la cascade de signalisation MAP Kinase contréle I'induction de I'expression des
genes encodant y-1,3-glucane synthase (AGSA et AGSB) en réponse de micafongine (Fujioka, et al
2007 ; Figure 91). Le gene encodant la fructose-6-phosphate amidotransferase, GFAA
(Glutamine:fructose-6-phosphate amidotransferase ; Smith, et al 1996), dépend, partiellement de
MPKA et de RLMA. Enfin, I'expression des genes encodant les chitines (CHSA, CHSB, CHSC, CHS7,
CSMA et CSMPB) est indépendante de la voie de MAP kinase MPKA.

Ces résultats nous ont conduits a la recherche, chez M. grisea, des orthologue de ces genes d’A.
nidulans et S. cerevisiae, afin d’étudier les niveaux d’expressions de ces genes en réponse a un
inhibiteur de la biosynthése de la paroi, 'aculéacine, chez la souche sauvage et chez le mutant

Guyl14ku804 mps1.

8.2.1. Recherche des génes candidats cibles de la voie Mps1
Nous avons choisi les génes FKS1, CHS1-8, CHS7, GSK, GFA1 et AGS1 (Tableau 22), connus pour
étre induits lors d'un stress paroi, soit chez M. grisea (AGS1: Fujikawa, et a., 2009), soit chez A.

nidulans (FKS1, CHSZ, GFA1: Fujioka, et al. 2007). FKS51 code la sous-unité principale de la £3-1,3-D-
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glucane synthase de M. grisea. CHS1-8et CHS7 encodent des chitines synthases de M. grisea. AGS1 est
le géne codant pour une a-1-3 glucane synthase chez M. grisea (Fujioka et al, 2007). GSK1 encode
pour une protéine kinase qui inactive la glycogene synthase (Cartwrigth, 2005). Son expression,
chez M. grisea semble étre sous le contréle de MPS1. En effet, chez le mutant dmpsi, GSK3 est

surexprimé, surtout, pendant un stress osmotique (Cartwrigth, 2005).

MGG Nom FONCTION GENE chez Induction par la
An micafongine 4. n
MGG_04145.6 CHS2** Chitine synthase CHSA MPS1indépendant
Classe I1
MGG_01802.6 CHS1** Chitine synthase CHSB MPS1indépendant
Classe 11
MGG_09551.6 CHS3** Chitine synthase CHSC MPS1indépendant
Classe |
MGG_09962.6 CHS4** Chitine synthase CHS7 MPS1indépendant
Classe IV
MGG_06064.6 CHS7** Chitine synthase CHS NT
Classe IV
MGG_13013.6 CHS8** Chitine synthase CSMA, B MPS1indépendant
Class V, VI
MGG_09639.6 AGS1* a-1,3-glucan synthase AGSA, B MPS1 dépendant
MGG_00865.6 | FKS1**** | B-1,3- glucan synthase FKS1 MPS1indépendant
component
MGG_11597.6 GFA**** | glucosamine-fructose- GFAA MPS1indépendant
6-phosphate
aminotransferase
MGG_07331.6 GELI*** B-1,3- GELA MPS1indépendant
glucanosyltransferase
MGG_06722.6 | GELZ2**** B-1,3- GELB MPS1 indépendant
glucanosyltransferase
MGG_12122.6 GSK*** a -glycogen synthase GSK NT
kinase 1

Tableau 22: Listes des genes cibles candidats d’aprés I'analyse transcriptomique réalisée chez
*: Fujikawa, et al 2009

**: Odenbach, et al 2009

**% ¢ Cartwrigth, 2005

Rk s Fujioka, et al. 2007

8.2.2. Réponse transcriptionelle de M. grisea en réponse a 'aculéacine
L’expression des genes candidats cibles de la voie Mpsl a été mesurée chez le mutant
Guy114ku80Amps1 et chez la souche sauvage Guy114ku80, en présence ou non d’aculéacine (0.001
ppm) (Tableau 23). Nous avons calculés le rapport du degré d’expression pour chaque géne, chez la

souche sauvage et le mutant traités et non traités.
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Guyl1Aku80 Guy11Aku80Amps1 MPS1Dépendant
A CHS4 1.2* = 0.8** =
A CHS8 0.8 = 0.8 =
A GNA1 1.2 = 1 =
B CHS2 1.4 Val 0.2 X MPS1Dépendant
B FKS1 1.5 Vol 0.6 X MPS1Dépendant
B AGS1 1.5 A 0.7 X MPS1Dépendant
B GFA1 1.75 A 1 = MPS1Dépendant
B PMC1 2.5 A 1 = MPS1Dépendant
B GSK3 1.6 Vol 1.3 = MPS1Dépendant
C CHS3 0.4 » 1.8 A MPS1Dépendant
C CHS7 0.4 g 1.6 A MPS1Dépendant
C CHS1 0.6 g 2 A MPS1Dépendant
MPS1 1.5 Vol 0 0

Tableau 23 : Tableau récapitulatif des degrés d’expression des genes candidats.
*:L’expression de la souche sauvage traitée par 0.001 ppm d’aculéacine pendant 1 heure / I'expression de la souche sauvage non
traitée

** 1 L'expression du mutant Amps? traité par 0.001 ppm d’aculéacine pendant 1 heure / I'expression du mutant Amps7 non traitée

Ainsi, nous avons pu classifier les génes en 3 groupes :

A. Les génes indépendant de MPS1, dont I'expression est stable en présence de 'aculéacine :
Ce groupe comporte les génes dont leur expression ne changent pas en présence d'un
traitement a I'aculéacine, ni chez la souche sauvage, ni chez le mutant Admps1: CHS4, CHSS,
GNAL.

B. Les genes induits par un traitement a 'aculéacine, dont leur expression dépend de MPS7:
Ce groupe comporte, tout d’abord, les génes qui sont induits, chez la souche sauvage par un
traitement a l'aculéacine. Par contre, chez le mutant, I'expression des genes de cette
catégorie sont réduits ou stables. Ce qui montre que l'expression de ces geénes est
dépendante de MPS1: CHSZ, GSK3, FKS1, AGS1, GFA1, PMC1.

C. Les génes réduits par un traitement a I'aculéacine, dont I'expression dépend de MPS1: Ce
groupe comporte les génes dont I'expression est réduite chez la souche sauvage, par un
traitement a l'aculéacine. Par contre, leur expression est induite chez le mutant Amps1
traité par I'aculéacine. Ainsi, les genes de cette catégorie sont dépendants de MPS1 : CHS1,
CHS3, CHS7. Dans ce groupe on ne trouve que certains génes encodant les chitines.

D’apreés les figures 924, B, C, chez la souche sauvage certains génes de la biosynthese encodant les
composants de la paroi sont surexprimés d'un facteur de 1.5 (CHSZ, FKS1, AGSI). De plus, GFA1, le

précurseur de la voie de biosynthése de la paroi, est surexprimé d’un facteur de 1.75. Ces résultats
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montrent que lors d'un traitement avec l'aculéacine il pourrait avoir une augmentation de la
biosynthese des composants de (3-1,3 et a-1,3-glucanes et de chitines via des composants particuliers
comme Chs2. Une diminution de la biosynthése de certains chitines est observée aussi (Chs1, Chs3,
CHS7). L'expression de ces genes est réprimée chez le mutant Amps1 traité par l'aculéacine. Ces
résultats obtenus chez M. grisea différent de ceux obtenus chez A. nidulans et S. cerevisiae. Chez A.
nidulans lors d’'un traitement par la micafongine, 'expression des genes FKSA, GELA, GELB, et GFAA
sont surexprimés chez la souche sauvage et chez le mutant Ampka (Fujioka, et al 2007). Seule
I'expression d’AGSA est dépendante de MPKA (orthologue de MgMPST). Chez la souche sauvage
I'expression d’AGSA reste stable lors du traitement, contrairement observé chez le mutant dmpka.
Chez S. cerevisiae la méme analyse a été réalisé par un traitement de la caspofongine, un autre
inhibiteur de la biosynthése des glucanes (Markovich, et al 2004). D’apres cet analyse, les genes
FKS1, CHS4 sont surexprimés lors de ce traitement.

Ainsi, chez M. griseaet S. cerevisiae certains genes codant des protéines de glucanes et chitines sont
surexprimés lors d’'un inhibiteur de la biosynthese des glucanes. Par contre, chez A. nidulans, seul les

genes encodant des protéines de glucanes sont surexprimés.
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IV. DISCUSSION

Ce travail a permis d’identifier et d’étudier un ensemble de génes candidats de M. grisea participant
a la cascade de signalisation MAP kinase Mps1 impliquée dans le contrdle de I'intégrité de la paroi
cellulaire. Ces génes correspondent principalement aux facteurs de transcriptions (SWi4, SWI6 et
RLMT) potentiellement activés par la MAP kinase Mps1, par analogie avec la voie Slt2 de la levure S.
cerevisiae. La construction de mutants nuls et I'analyse de leurs phénotypes aussi bien au niveau
morphologique et pathologique qu’au niveau de leur sensibilité a des fongicides inhibant la
biosynthese de la paroi ont permis de formuler des hypotheses sur le fonctionnement de cette voie
de signalisation qui ont pu étre en partie vérifiées au niveau moléculaire. Cette analyse génétique a
été étendue a des genes potentiellement impliqués dans cette voie de signalisation déja identifiés soit
chez d’autres champignons filamenteux (/DC7, AGSI), soit chez les hémi-ascomycetes (4DAZ2, KNR4).
Enfin, nous avons étudié le gene codant le facteur de transcription Crzl impliqué dans la voie de
signalisation calcium/calcineurine afin de préciser son role dans le controéle de I'intégrité de la paroi.
La discussion abordera tout d’abord I'analyse bioinformatique des genes étudiés (MPS1, SWi4, SWie,
RLM1, CRZ1, AGS1, IDC1, ADAZ et KNR4). Ensuite, nous discuterons des problémes rencontrés lors
de la construction de leurs mutants de délétion respectifs par remplacement de géene. Par la suite,
nous avons réalisé une analyse comparative des différents phénotypes de ces mutants, afin de
discuter de leur role et leur importance dans cette voie de signalisation. Enfin l'analyse de
I'expression différentielle de génes candidats de cette voie chez le mutant Amps? et la souche
sauvage en réponse a un inhibiteur de la biosynthése de la paroi permet d’aborder une analyse des
relations fonctionnelles entre les différents éléments de cette voie. A partir de ces analyses nous
proposons de discuter sur I'importance de cette cascade dans le contrdle de l'intégrité de la paroi,

mais aussi dans la sporulation et le pouvoir pathogéne de M. grisea.

1. Analyse bioinformatique de la voie MAP kinase SIt2/Mps1 chez les champignons ascomycétes et
hémi-ascomyceétes

L’analyse bioinformatique du gene MPS7 de M. grisea et ses orthologues chez d’autres espéces
fongiques a permis d’identifier les domaines et acides aminés fonctionnels caractéristiques de cette
famille de MAP kinase chez les ascomycetes. Nous avons recherché les facteurs de transcription qui
pourraient étre activés par la MAP kinase Mps1 chez M. grisea a partir des connaissances accumulées
sur la voie la voie Slt2 de la levure (voie équivalente a la voie Mps1). Chez S. cerevisiaeles facteurs de
transcription ScSwi4, ScSwi6 et ScRIm1 sont les cibles directes de Slt2. Ainsi nous avons identifié les
génes orthologues correspondants chez M. grisea: MgSWi4, MgSWI6 et MgRLM1.

Ensuite nous nous sommes intéressés a des genes impliqués dans cette voie de signalisation mais
qui ne sont pas des cibles directes de MPS7 ou des facteurs de transcriptions SWi4 et RLM1. Nous
avons identifié les génes de M. grisea orthologues de ADAZ, I[DC1 et KNR4 qui interférent avec la voie

de signalisation impliquée dans l'intégrité de la paroi cellulaire respectivement chez Candida albicans
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(ADAZ, adaptateur impliqué dans la cascade de l'intégrité de la paroi; Chamilos G. et al 2009) ;
Podospora anserina (IDC1, voie PaMPK1 équivalente a Mpsl; Jamet-Vierny C. et al 2007) et
Saccharomyces cerevisiae (KNR4, régulateur impliqué dans la cascade de 'intégrité cellulaire et dans
le point de controle de la morphogenese ; Adilia Dagkessamanskaia et al. 2010).

Par la suite, nous avons recherché le gene MgAGS1, a 'aide de la séquence du gene AGSZ
d’'Aspergillus fumigatus (A. Beauvais, et al. 2005), dont 'expression dépend de la MAP kinase Mpk1
(voie équivalente a la voie Mps1). Ce gene est un des cibles des facteurs de transcription activés par
la voie Mps1/Slt2/Mpk1 (Fujioka, et al. 2007). Bien que ce type d’enzymes soit encodé par des genes
paralogues chez la plupart des ascomycétes, nous n’avons identifié qu'un seul géne dans le génome
de M. grisea. Cette situation est favorable a l'utilisation d’'une approche génétique pour étudier le role
de MgAGS1 dans la réparation de la paroi de M. grisea.

Nous avons vérifié que toutes les protéines correspondantes possédent bien tous les domaines
fonctionnels identifiés dans les especes chez lesquels ils ont été décrits. Nous avons ainsi montré que
les génes MPS1, SWi4, SWi6, RLM1, CRZ1, KNR4 et ADAZ sont présents chez tous les Pezizomycotina,
Saccharomycotina et Taphyrinomycotina (Figure 93). Cette distribution suggeére que les fonctions
cellulaires associées a ces génes soient conservées chez les champignons. Par contre, les genes /DC?
et AGS1 ont une distribution discontinue au sein des espéces fongiques. Ainsi, le gene AGS7 codant
pour une enzyme de la biosynthése des a-1,3 glucanes, est présent chez tous les Pezizomycotina et
Basidiomycotina analysé et absent chez les Saccharomycotina. La présence paralogue d’AGS1 chez les
Taphrinomycotina (S. pombe; Alina Vos et al 2007) suggere que ce gene ait été perdu
spécifiquement chez les Saccharomycotina (Figure 93). Le gene /DCI codant pour une protéine
nécessaire a la localisation de PaMpk1 dans le noyau, n’existe pas chez les basidiomycetes. Il est
détecté chez tous les Pezizomycotina et il est absent chez les Saccharomycotina et les
Taphrinomycotina, ce qui suggere que cette fonction cellulaire n’existe que chez les Pezizomycotina.

Au cours de I'évolution des champignons, les genes de cette voie de signalisation Slt2/Mps1
présentent un degré de conservation trés variable suivant leur place dans la voie (Rispail, et al
2009). Ainsi les récepteurs membranaires sont les moins conservés. Mid2 et Zeol ne sont présents
que les Saccharomytina, alors que Wscl, 2, 3 ne sont présents que chez les Pezizomycotina. La
machinerie (toutes les protéines participants a cette voie de signalisation comme les activateurs, les
modulateurs phosphatases, les effecteurs et les cibles des effecteurs) et le module de MAP kinase
(Bkc1, MKK1, SIt2) sont trés conservés chez les différentes espéces de champignons étudiés, ainsi que
les facteurs de transcription. Enfin, les cibles des facteurs de transcription présentent un degré de
conservation moins conservées. Nous avons montré qu'AGSI dont l'activation au niveau
transcriptionelle dépend de MPS1 n’est présent que chez les Pezizomycotina et les Taprinamycotina
(absent chez les Saccharomycotina). De plus AGS? et FKSI ont une ou plusieurs copies, selon
I'espéce. Pstl n’est pas présente chez les Basidiomycetes. Cette observation peut étre étendue aux
éléments régulant cette voie comme le géne /DCI qui n’est présent que chez les Pezizomycotina.

Cette conservation différentielle est aussi observée dans le cas des autres cascades de signalisation
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Figure 94 : Schéma de la cascade de signalisation Mpk1/Slt2 et la cascade de
calcium: Les champignons analysés sont: Saccharomyces cerevisiae, Ashbya
gossypii et Candida albicans (saccharomycotina), Schizosaccharomyces pombe
(taphrinomucotina), Aspergillus fumigatus, Fusarium graminearum, Magnaporthe
grisea et Neurospora crassa (sordariomycétes), Rhizopus oryzae (zygomycetes) et
Ustilago maydis (basidiomycétes). Code couleur: Bleu: Les protéines détectées
chez toutes les espéces ; Vert : Les protéines détectées chez toutes les espéces sauf
les zygomycetes ; Orange : Les protéines détectées chez toutes les especes sauf les
basidiomycetes; Vert: Les protéines détectées chez toutes les espéces sauf les
zygomycétes et les taphrinomucotina ; Rouge : Les protéines détectées chez toutes
les especes sauf les sordariomycetes ; Violet: Les protéines détectées seulement
chez les ascomycetes; Jaune: Les protéines détectées seulement chez les

saccharomycotina (Rispail et al, 2009)
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(Alic, et al 2003; Staleva, et al 2004), méme si elle ne gere pas la réponse face au stress oxydatif.
Chez M. grisea cette voie a un réle dans l'intégrité de la paroi, la pathogénie et la sporulation.

On connafit certaines des cibles directes de cette voie dont RLMI (Jung et al. 2002), ainsi que SWi4
(Baetz et Anrews, 2001) et SWJ/6 (Ho, et al 1999). Les mutants 4Scr/m? sont sensibles a la caféine et
présentent une résistance accrue au Calcofluor White (CW) et a la zymolyase 100T, deux agents qui
affaiblissent la paroi cellulaire (Dodou et Treisman, 1997). Finalement, les mutants 4Scswi4 lysent a
379C et ce phénotype est corrigé par I’ ajout de sorbitol 1M dans le milieu. IIs sont de plus sensibles a
la présence de CFW ou de SDS dans le milieu (Igual et a/1996). Ainsi, chez S. cerevisiae RLM1 a un réle
plus important que SW/4, dans l'intégrité de la paroi. Par contre, chez M. grisea les phénotypes du
mutant 4swi4 sont plus importants que ceux du mutant Ar/m1.

De ce fait, les roles majeurs de cette voie de signalisation Slt2/Mps1 chez ces deux espéces sont

communs. Par contre I'implication des facteurs de transcription differe selon M. grisea ou S. cerevisiae.

3. L’importance de la voie de signalisation Mps1 chez M. grisea chez les ascomycétes

Chez les hémi-ascomycetes, deux voies de signalisation sont impliquées dans la réparation de la
paroi fongique en réponse a un stress : la voie de signalisation SIt2/Mps1 et la voie de impliquant la
Calcineurine. Chez les champignons filamenteux ces deux voies sont aussi impliquées dans la
réparation de la paroi que dans la sporulation des champignons filamenteux, et dans le pouvoir
pathogéne de certains champignons filamenteux vis-a-vis des plantes mais pas dans le pouvoir
pathogéne vis-a-vis des animaux.

Cependant les phénotypes des mutants du géne homologues de MPS1, chez différents champignons
ont été étudiés. Méme si le gene est trés bien conservé chez différentes especes, les phénotypes

différent selon I'espéece (Tableau 35).

116






Discussion

obtenus un pourcentage de mutants de délétion supérieur a celui couramment observé chez M.
grisea en I'absence de la mutation 4ku80 (5%, Villalba et al. 2007). Cependant, ces pourcentages
restent variable (16-100 %) en fonction du gene analysé (Tableau 24), suggérant des variations dans

les niveaux de recombinaison suivant les loci.

Souche Transformants | Mutants nuls | Pourcentage de mutants nuls
Guy114ku804swi6 55 1 2%
Guy114ku80Arim1 8 7 88%
Guy114ku80Acrz1 61 5 8%
Guyl14ku804ags1 20 11 55%
Guyl14ku804ada2 12 2 16%
Guyl14ku804idcl 17 8 47%
Guyl14ku80Aknr4 50 0 0
P1.24ku80Amps1 4 4 100%

Guyl14ku80Amps1 12 8 67%
P1.24ku80Aswi4 4 1 25%
Guyl14ku80Aswi4 30 0 0

Tableau 24 : Pourcentage d’obtention de mutants de délétion des génes MPS1, SWi4, SWi6, RLM1, CRZ1, KNR4, ADAZ,
IDC1 et AGS1 chez M. grisea

Nous n’avons obtenu qu’un ou aucun mutant a trois loci (KNR4, SWi4, SWI6). Ainsi, nous n’avons
pas pu obtenir de mutants de délétion pour le géne KNR4 Cela peut avoir deux raisons. Tout d’abord,
la mutation pourrait étre létale. Cependant, 'obtention d’'un mutant nul dknr4 chez S. cerevisiae
(Martin-Yken H, et al 2003) démontre que ce géne n’est pas essentiel pour la survie chez cette
espéce. Ainsi, nous pouvons émettre I’hypothése que la délétion de ce gene n’est pas létale chez M.
grisea. Alternativement, nous pouvons supposer que le locus KNVR4 est réfractaire au remplacement
de géne. Ce phénoméne a déja été observé a un autre locus de M. grisea (ACE1, Collemare et al.
2007). Le locus du KNR4 pourrait avoir une capacité réduite pour la recombinaison homologue qui
ne peut étre améliorée par I'absence de la voie de réparation « NHE] » d’ADN.

Dans le cas du gene SW/4 nous n’avons réussi a obtenir un seul mutant que chez la souche
parentale P1.24ku80 et aucun chez la souche Guy114ku80. Ce phénoméne pourrait étre expliqué de
deux facons. Tout d’abord, la délétion de ce géne pourrait étre 1étale mais uniquement chez la souche
Guy114ku80 de M. grisea. Une telle différence entre les souches Guyl1 et P1.2 est peu probable car

nous n’avons observé de copie supplémentaire de Swi4 chez P1.2 d’aprés les analyses de PCR.
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Alternativement, le locus de SWI/4 pourrait étre réfractaire au remplacement de génes avec des
variations quantitatives suivant les souches. Cette deuxiéme hypothése est la plus vraisemblable.

Enfin, la fréquence de remplacement des genes SW/6 et CRZ1 est trés basse méme si nous avons
utilisé la souche Guy114ku80. Comme des mutants ont été obtenus, malgré la basse fréquence, seul,
un locus a une capacité réduite pour une recombinaison homologue pourrait expliquer ce
phénomeéne.

Chez les champignons, la fréquence de remplacement de géne cible varie considérablement selon le
locus (P. Hasty et al. 2004). Ces variations peuvent étre liées aux propriétés spécifiques du locus qui
pourraient empécher ou stimuler la recombinaison homologue, localement. En particulier, les
différences de structure de la chromatine pourraient modifier 'accessibilité des protéines nucléaires
selon I'ADN, affectant localement 1'efficacité de la réparation des coupures d’ADN de double- brin et

la recombinaison homologue (J.D. Moore et ].E. Krebs, 2004).

3. Analyse phénotypique des mutants des génes candidats de la voie de signalisation
Mps1 chez M. grisea (Morphologie et Sporulation)
3.1. L’analyse morphologique du mutant Amps?

Le mutant Guyl14mps1 déja obtenu (Jin-Rong Xu, et al. 1998) a une croissance semblable a celle
de la souche sauvage. Cependant, ce mutant a une réduction trés importante des hyphes aériens, et
de sa sporulation (-99%). Les colonies du mutant Amps1 montrent aussi une autolyse progressive,
commencant par la partie centrale de la colonie qui est supprimée par le sorbitol. En se basant sur
ces résultats, I'analyse phénotypique du mutant Guy?14ku80Amps1, obtenu dans le laboratoire, a été
réalisée.

Les deux mutants, obtenus indépendamment, dans deux laboratoires avec des souches stocks
GUY11 différentes, montrent les mémes phénotypes. Cependant, les mutants que nous avons obtenus
(Guy114ku80Amps1 et P1.24ku804Amps1), ne sporulent pas, alors que le mutant de Xu, et al sporule
tres légerement. Cette différence entre ces mutants Ampsi pourrait, tout d’abord, provenir de
l'utilisation, dans notre cas, de la souche 4ku80. Cependant, nous avons complémenté le mutant
Guy114ku80Amps1 avec I'ORF de KU8O0. Le nouveau mutant Guy14mps1 ne sporule pas comme le
mutant Guyl14ku80Amps1. Ainsi, la différence n’est pas causée par la délétion du géne KU80. La
deuxieme hypothese est 'utilisation de deux stocks différents de Guy11, donc, cela pourrait étre du
un effet de background. Enfin, l'utilisation de différentes conditions de cultures et différents milieux
pourrait étre la réponse de la différence de sporulation. Afin de valider cette hypothese, un test de
culture et de sporulation, du mutant de Xu, et al. dans les conditions de notre laboratoire pourrait

étre efficace (Tableau 25).
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Mutant Obtenu par Sporulation Mélanisation Croissance Pathogénie
CM
Guy114ku80Amps1 Jin-Rong Xu, et al. -99% Absence + Absence
Guy114ku80Amps1 Cemile Absence Absence + Absence
P1.24ku804Amps1 Cemile Absence Absence + Absence

Tableau 25 : Tableau récapitulatif des phénotypes du mutant 4mps7 obtenu dans deux différents laboratoires

3.2. Analyse morphologique des mutants cibles de MPS1
La morphologie de tous les mutants obtenus a été analysée. Nous avons divisés en deux groupes les
mutants obtenus : Les mutants nuls des facteurs de transcription SW7/4, SWI6, RLM1 et les mutants
nuls des modulateurs AGS1, ADAZ, IDC1 et du facteur de transcription CRZ1. Nous avons étudié la
différence de leur morphologie entre eux et avec le mutant dmpsi. Le tableau 26 montre les

phénotypes observés.

Souche Morphologie Croissance Mélanisation Sporulation Morphologie App
mycélium mycélium mycélium des spores
aérien
Guy11Aku80Amps1 0 + - 0 + +
P1.24 ku80Amps1 0 + - 0 + +
Guy114 ku80A4swi6 + Arrét de + (-60 %) + +
croissance
tardif
P1.24 ku804swi4 Réduction + + (-95%) + +
Guy11A4 ku80Arim1 + + + (-90%) + +
Guy114 ku80Acrz1 + + + (-20%) + +
Guy114 ku80Aags1 + (-10 %) - (-70%) + +
Guy114 ku80Aada2 + + + (-20%) + +
Guy114 ku804idc1 +/- + + (-50%) + +

Tableau 26: Tableau récapitulatif de la morphologie et de la croissance des mutants : App : Appressorium ; + : Phénotype identique

ala souche sauvage ; 0: Absence mélanisation ; +/-: forte diminution ; - : faible diminution
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3.2.1. Phénotype des mutants nuls des facteurs de transcription SWi4 SWI6 et RLM1

Les mutants Guy114ku804Amps1 et P1.24ku804mps1 présentent d'importantes altérations de leur
morphologie mycélium, leur mélanisation et de leur sporulation

Les mutants Adswi4, Aswi6 et ArimI ne présentent des altérations morphologiques ou
développementales aussi importantes que Admpsi. Cependant, le mutant Aswi4 est celui qui
ressemble le plus a Amps1 (réduction du mycélium aérien, diminution de la sporulation de 95%). Les
phénotypes du mutant 4dswi6 sont tres différents de 4mps1. En effet, il présente un phénotype, qui
n’est pas observé chez Admpsi, qui correspond a un arrét de croissance tardif du mycélium (5-6
jours) sans modifications morphologiques. Enfin, le mutant Ar/m1 est trés altéré dans la sporulation

(diminution de 90%), comme les mutants Adswi4 et Amps1 mais la ressemblance avec ces mutants est

limitée a ce phénotype.

Mutant Obtenu par | Sporulation | Mélanisation | Croissance
AMgrim1 Cemile Réduction + +
AMgmps1 Cemile Absence Absence +
AAnrima | Fujioka, et al. + + +

2007
AAnmpka Valiante, et + Réduction Réduction
al. 2007

Tableau 27: Tableau récapitulatif des phénotypes des mutants Ar/m1 et Amps1 chez A. nidulans et
M. grisea

Chez A. nidulans, le mutant AAnrlma sporule normalement comme le mutant 44nmpka (Fujioka, et
al. 2007). Ainsi, chez A. nidulans, la cascade de signalisation de Mpka (orthologue de Mps1/Slt2) ne
joue pas un réle important dans la sporulation (Tableau 27).

Cette analyse montre que les mutants correspondants aux facteurs de transcription
potentiellement activés par Mps1 (Swi4, Swi6, Rim1) ne présentent qu'une partie des altérations du
mutant Amps1. Ces données suggérent que ces protéines ne contrélent qu'une partie des fonctions
cellulaires dépendantes de la voie Mps1. Ainsi, Swi4 serait le seul facteur de transcription de cette
voie a controler des fonctions associées a la morphogenese (hyphes aériens). Par ailleurs, aussi bien
Swi4 que Rlm1 contrdleraient des fonctions impliquées dans la sporulation. Enfin, Swi6 serait
principalement impliqué dans le contrdole d’autres fonctions cellulaires que celles dépendants
directement de la voie Mps1. Celles-ci pourraient étre impliquées dans l'induction de la sénescence
(eg arrét de la croissance mycélienne a 6 jours sans mort cellulaire). Dans le cadre de cette
hypothése, le mutant 4swi6 présenterait une sénescence précoce par rapport a une souche sauvage
(pas d’arrét de croissance pendant au moins 15 jours).

Chez la levure, les deux protéines Swi4 et Swi6 forment un complexe SBF nécessaire a I'activité de

régulateur transcriptionel de Swi4 (Kim, et a/ 2010). En utilisant la technologie de double-hybride, il a
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été démontré que Swi4 et Swib interagit avec Mpsl, suggérant l'existence d'un complexe SBF
(Carltwrith, 2005). Cependant les phénotypes des mutants Aswi4 et Aswi6 sont trés différents. En
effet, ils ne sont ni similaires, ce qui serait le cas si Swi6 était un co-activateur agissant en coopération
avec Swi4, ni opposé si Swi6 était un régulateur négatif du Swi4. Il est donc peu probable que les
phénotypes des mutants Adswi4 et Aswi6 proviennent du dysfonctionnement d’'un complexe
Swi4/Swi6. Les phénotypes du mutants Aswi4 proviendraient vraisemblablement de I'absence de
I'action de Swi4 sur les promoteurs de ses génes cibles, indépendamment de Swi6, comme cela a été

déja montré pour géne cibles de Swi4 chez la levure.

3.2.2. Phénotypes des mutants nuls des modulateurs AGSZ, IDC1, ADAZ et du facteur de
transcription CRZ1

Le mutant Guyl1A4ku80Aidcl présente une faible réduction des hyphes aériens et une faible
réduction de sa sporulation. Ces phénotypes ressemblent a ceux du mutant 4mpsi, mais ils sont
quantitatifs et beaucoup moins altérés. Ces résultats montrent que Mg/DC1 n’est pas strictement
indispensable au fonctionnement de la voie Mps1, car les phénotypes du mutant nul Adidci ne
reproduisent que partiellement ceux du mutant 4mps1. Ces résultats sont différents de ceux obtenus
chez P. anserina. Les phénotypes du mutant 4Paidcl son identique a ceux du mutant APampkl
(orthologue de MPS1, chez P. anserina) (Corinne Jamet-Vierny, et al. 2007). Cependant, leur
phénotypes, chez M. grisea, ne sont que quantitatifs. Ainsi, chez M. grisea, il pourrait exister d’autres
génes responsables de la localisation dans le noyau de MPS1. Chez P. anserina, PaNOX1, encodant
une NADPH oxidase, joue un réle dans la localisation nucléaire de PaMpk1 en paralléle d’/DC1
(Malagnac, et al. 2004). Ainsi, le mutant 4APanox1, chez P. anserina, présente les mémes phénotypes
(Tableau 28) que les mutants APampkl et APaidcl (Absence de pigmentation et hyphes aériens,
stérilité féminine, incapacité de l'interférence et de développer Crippled Growth) (Malagnac et al.
2004). Chez M. grisea, NOX1 pourrait étre responsable de la localisation dans le noyau de MPS1.
Cependant les mutants 4nox? et AnoxZ, ne présentent pas les phénotypes du mutant 4mps? (Martin
J. Egan, et al. 2007) et ils sporulent normalement. Ainsi, 'hypotheése de I'implication de NOX7 et /IDC1
dans la localisation nucléaire du MPS1, chez M. grisea, semble restreinte a Mgldc1 et ceci de maniére
quantitative. Afin de trouver les genes impliqués dans la localisation nucléaire de Mps1, une

expérience de recherche de ses interactants par un double hybride on Tap tag pourrait étre réalisé.
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Mutant Obtenu par Sporulation Mélanisation | Croissance | Crippled growht
AMgidc1 Cemile -%55 Réduction +
AMgmps1 Cemile Absence Absence +
APaidcl Jamet- NT + + Présence
Vierny, et al.
APampkl | Kicka, et al. NT Réduction + Présence
2006

Tableau 28: Tableau récapitulatif des phénotypes des mutants 4didcI et Amps1 chez P. anserina et M. grisea

Le mutant dagsi de M. grisea présente une diminution importante de sa sporulation (diminution

de 70%) et de la mélanisation du mycélium, sans diminution de la formation de ses hyphes aériens.

Ces phénotypes ne représentent qu'une partie de ceux du mutant 4mps? et sont quantitativement

moindre que ceux des mutants Ar/m1 et Aswi4. Ces résultats suggérent que MgAGSI ne serait pas

impliqué dans la formation des hyphes aériens, et pourrait jouer un réle quantitatif dans la

mélanisation et la sporulation. Il existe trois AGS Chez A. fumigatus: AGS1, AGSZ et AGS3 (Tableau

29). Les mutants des deux premiers génes d’ A. fumigatus, présentent une réduction de leur

sporulation comme le mutant 4Mgags1. Cependant le mutant 4A4/3gs3 ne présente pas de réduction

de sporulation. Ainsi, AfAGS1 et 2 seraient impliqués dans la sporulation chez A. fumigatus comme

MgAGS1 chez M. grisea.
Mutant Obtenu par Sporulation Mélanisation Croissance Morphologie hyphale
AMgags1 Cemile Réduction + +/- +
AMgmps1 Cemile Absence Absence Absence
AAfags1 A. Beauvais, et Réduction + + +/-
al. 2004
AAfAgs2 A. Beauvais, et Réduction + + +/-
al. 2004
AAfags3 Maubon, etal + + + +
2006
AAfmpka Valiante, et al + Réduction Réduction Réduction
2007

Tableau 29 : Tableau récapitulatif des phénotypes des mutants dags? et Amps1 chez A. fumigatus et M. grisea

Enfin, les deux mutants dadaZ et Acrz1 ne présentent aucun des phénotypes du mutant 4mps1 au

niveau de leur morphologie et de leur sporulation, ce qui suggére qu'’ils n’interféerent pas avec la voie

Mps1 pour le contrdle de ce type de fonctions cellulaires.
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4. Analyse phénotypique des mutants des génes candidats de la voie de signalisation Mps1 de M. grisea
(Modification de la paroi)
4.1. Effet des inhibiteurs sur le mutant Amps?

La sensibilité des différents mutants aux inhibiteurs des [-1,3-glucane synthases (aculéacine,
caspofongine) et des chitines synthases (nikkomycine) a été mesurée par l'inhibition de leur
croissance mycélienne en présence d'une gamme de concentration de ces fongicides. En effet, 1a voie
de MAP kinase Slt2/Mpsl est impliquée dans la réparation de la paroi chez les champignons
(Fujikawa T. et al. 2009 ; Levin, 2005).

En effet, il a été montré, chez S. cerevisiae (Garcia, et al. 2004) et C. albicans (Federico Navarro-
Garcia, et al. 1998), que l'inactivation de la cascade de signalisation de l'intégrité cellulaire conduit a
une hypersensibilité spécifique des mutants 4s/¢t2 de ce type d’inhibiteurs. Chez C albicans, le mutant
Amkk1 (Orthologue de SLT2) présente une hypersensibilité de 800 fois a la nikkomycine et d’ un
facteur de 10 fois a la caspofongine. Chez S. cerevisiae, le mutant 4s/t2 présente une hypersensibilité
de 4 fois a la caspofongine (Cristina Reinoso-Martin, et a/. 2003). Le mutant Admps de M. grisean’est
que 2 a 3 fois plus sensible a I'aculéacine et a la nikkomycine que la souche sauvage correspondante,
et il n’est pas plus sensible a la caspofongine que la souche sauvage. Ainsi, au contraire des résultats
obtenus avec les mutants A4s/t2/mps1 chez des champignons hémi-ascomycetes, nous n’avons pas
observé d’hypersensibilité nette du mutant 4mps? a I'aculéacine, la nikkomycine et la caspofongine.

Par contre nous avons pu mettre en évidence une hypersensibilité du mutant 4mps? de M. griseaa
un mélange de la nikkomycine et de I'aculéacine. Ainsi, la croissance de mutant Amps1 est totalement
inhibée a des concentrations d’'un mélange inhibant la souche sauvage a 20% (DI120). La diminution
d’'un facteur 3 de ces concentrations conduit a une forte inhibition du mutant dmps1 (-70%), alors
que la souche sauvage n’est pas du tout inhibée a ces concentrations.

Les polysaccharides constitutifs majeurs de la paroi cellulaire de M. grisea sont a et 3-(1-3) glucanes
et la chitine. Ainsi, un traitement avec un mélange de l'aculéacine et de la nikkomycine pourrait
bloquer la synthéese de la paroi. L’absence de I'hypersensibilité de la souche sauvage a ce mélange
pourrait démontrer que chez M. grisea, il existe une autre voie qui contréle la réparation de la paroi.
Cependant, le traitement avec l'aculéacine (inhibiteur de glucane synthase) ou la nikkomycine
(inhibiteur de chitine synthase) pourrait inhiber completement le mutant Ampsi, chez qui le
mécanisme de la réparation de la paroi n’est pas fonctionnel. La résistance du mutant en présence d’un
inhibiteur laisse supposer qu’il pourrait exister, chez M. grisea, un mécanisme de compensation entre
chitine et glucane synthase. D’ailleurs, Il a été démontré, chez S. cerevisiae qu’il existe un mécanisme
de compensation chez les Saccharomycotina (Arthur F.]. Ram, et a/ 1998), concernant la régulation de
la synthese de glucane et de chitine dans la paroi cellulaire. Il a été démontré, dans cet article, qu'un
stress concernant ces composants activait la cascade de signalisation de 'intégrité cellulaire. Chez C.
albicans, il a été observé que chez les souches résistantes a la caspofongine, il existe un mécanisme de
compensation de la paroi cellulaire avec une augmentation forte de la chitine. La synthese accrue de

chitine a déja été associée a une réduction de la susceptibilité a la caspofongine (Stevens, 2006) ;
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(Louise A. Walker et al 2008). 11 a été aussi montré (Sandovsky-Losica, et al 2008) que la
caspofongine et la nikkomycine ont un effet synergique sur la croissance et la viabilité de C. albicans.
En effet, la MIC (la quantité minimale nécessaire pour commencer a inhiber la croissance, DI100) de C.
albicans pour la caspofongine est de 0,26 mg/L et la MIC pour la nikkomycine est de 10,4 mg/L. Lors
d’'un mélange caspofongine avec la nikkomycine, la MIC des deux inhibiteurs chute a 0,006mg/L pour
la caspofongine (1/50 de la MIC caspofongine seule) et a 1,9mg/L pour la nikkomycine (1/10 de la
MIC nikkomycine seule). Ainsi, 'hypersensibilité au mélange de la nikkomycine (inhibiteur de chitine
synthase) et de l'aculéacine (inhibiteur de glucane synthase) pourrait étre expliquée par une telle

compensation chez M. grisea.

4.2. Effets des inhibiteurs sur les autres mutants
Le mélange «Aculéacine - Nikkomycine » a été aussi testé sur les différents mutants des génes
candidats de la voie Mps1, afin d’évaluer leur réle dans les processus de la réparation de la paroi chez
M. grisea (Tableau 30). Parmi ceux-ci, seuls les mutants Adswi4, Arm/1 et Aidc1 sont hypersensibles a
ce mélange d’inhibiteurs. Le mutant Asw74 est aussi hypersensible a ce mélange (-100%) que le
mutant Amps1, mais le niveau d’hypersensibilité des mutants Adrm/1 et Aidcl est moindre (-60 a
70%) que celui du mutant Amps1 (Figure 95). Ainsi, SW/4 mais aussi RLM1 et /DC1 semblent jouer

un réle important dans le contréle de I'intégrité de la paroi cellulaire en réponse a1’ inhibition de la

biosynthese de la chitine et de $-(1-3) glucanes.

Souche Aculéacine DI20 | Nikkomycine DI20 Acu-Nikko
Guy114ku80Guy11 18% 18% 25%
Guy114ku80Amps1 27% 18% 100%
P1.24ku80Amps1 27% 18% 100%

P1.2Aku80Aswi4 10% 58% 100%
Guy114ku80Aidcl 20% 25% 70%
Guy114ku80Arim1 0% 22% 60%
Guy114ku80A4adaz 22% 22% 42%
Guy114ku80Aswi6 7% 35% 40%
Guy114ku80Acrz1 0%, 30% 35%
Guy114ku804ags1 20% 25% 25%

Tableau 30: Tableau récapitulatif de pourcentage d’inhibition au mélange de I'aculéacine, 0.001 ppm et de la

nikkomycine, 0,1 ppm »

Le mutant dagsi n’est pas hypersensible ni a I'un des inhibiteurs ni au mélange d’inhibiteurs. Ce
résultat est contradictoire avec I'hypothése d'un contrble de I'expression de ce gene par la voie de

signalisation Mps1 (Fujikawa, et al 2009). Ce résultat pourrait étre interprété de deux fagons. Il
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pourrait exister un autre géne responsable de la biosynthése des a-(1-3) glucanes chez M. grisea. Chez
A. fumigatus, trois génes AGS (AGS1, 2 3) ont été muté (Beauvais, et al. 2004). Le mutant 4Afagsi
présente une réduction signifiante en a-(1-3) glucane dans sa paroi cellulaire. Par contre les mutants
AAfags2 et AAfags3 ne présentent aucune modification de leur teneure en a-(1-3) glucane. Seul
AAfags1 est hypersensible aux inhibiteurs de la paroi comme la nikkomycine et Congo red. Ainsi, il a
été supposé qu’il existait un mécanisme de compensation entre les AGS1, 2 et 3 (Maubon, et al. 2006).
Chez M. grisea un seul géne AGS1 a été identifié. Dans le cadre de cette hypotheése, il postulerait ayant
une telle activité, mais différent des genes AGS, comme par exemple des a-(1-3) glucane like. Le
génome de M. grisea pourrait comportait un deuxiéme gene AGS, pas identifié encore. Il pourrait aussi
exister d’autres protéines, responsables de la synthése de glucane. Pour vérifier cette hypothése, une
analyse de 1’ activité des a-(1-3) glucanes et une étude sur la composition de la paroi, chez le mutant
Aags1 pourrait étre nécessaire. La réalisation d'une analyse biochimique chez le mutant dags7 afin de
quantifier la quantité des sucres pourrait élucider son implication dans la synthése des glucanes. Cette
analyse pourrait, de méme, démontrer la présence d’autres AGS ainsi que d’autres protéines
responsables de la synthese des glucanes. Il pourrait exister une deuxieme hypothése aussi. Les a-(1-
3) glucanes pourrait ne pas étre impliqués dans la réparation de la paroi comme observé chez A.

fumigatus.

4.3. Altération de la paroi des mutants en présence du glucanex
Un test de protoplastisation a été réalisé sur les différents mutants afin de comparer la cinétique de
protoplastisation lors d’'un traitement par le glucanex qui correspond a une mélange d’enzyme de

dégradation dans la paroi fongique (1g/100ml).

Tp50 mutant /
Tp50 sauvage Sensibilité au glucanex
Guy114ku80Amps1 50% 2X HS
Guy11Aku80Aswi6 50% 2X HS
Guy114ku80Aags1 50% 2X HS
Guy11A4ku80Aidcl 50% 2X HS
Guy114ku80A4rim1 100% Retardé temps courts
P1.24ku80Aswi4 50% 2X HS
Guy114ku80Acrz1 200% 2XR

Tableau 31: Cinétique de protoplastisation des mutants. Le pourcentage est calculé avec le
Tp50 des mutants par rapport a Tp50 de la souche sauvage. HS : Hypersensible ; Tp50 : temps

correspondant a la formation de 50% des protoplastes

D’apreés le calcul de Tp50 (Temps nécessaire pour la production de 50% des protoplastes), il existe

une différence entre le mutant Admpsi et la souche sauvage Guyl14ku&0. La production de
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protoplastes chez le mutant 4mps1 est deux fois plus rapide (Tableau 31). Ceci démontre que la
paroi des mutants Amps1 est trés sensible aux enzymes de dégradation présents dans le glucanex.
Cette propriété suggere que la structure et la composition de la paroi du mutant 4mps? soient
modifiées par rapport a la souche sauvage.

La méme expérience a été réalisée sur les autres mutants aussi. D’apres les calculs de Tp50, dans les
mutants de facteurs de transcription cibles de MPS1, seul les mutants Aswi6 et Aswi4 montrent la
méme sensibilité au glucanex. Ainsi, SW/6 et SWI4 semblent avoir un réle important dans la réparation
de la paroi en présence des enzymes de dégradation.

Les mutants didc1 et dags1 sont deux fois plus hypersensibles que la souche sauvage a I'enzyme de
dégradation, le glucanex comme le mutant Amps1. Le mutant 4idci a aussi une hypersensibilité de
70% pour le mélange d’inhibiteur aculéacine - nikkomycine. Ces deux résultats démontrent qu’/DC1 a
un réle important dans 'intégrité et réparation pariétale. Le mutant 4ags n’est pas hypersensible au
mélange d’inhibiteur. Par contre, il est hypersensible au glucanex. Ceci montre qu’4GS7 a un role dans
la réparation de la paroi. Cependant, le mutant 4crzZ montre une résistance a 'enzyme de dégradation
de la paroi comme le mutant Aswi4. Ainsi une analyse transcriptomique pourrait réaliser, de méme,

sur le mutant Adcrz7 afin de comprendre cette résistance.

5. Analyse phénotypique des mutants des génes candidats de la voie de signalisation Mps1 chez M.
grisea (Pouvoir pathogéne)

Le pouvoir pathogéne des mutants des genes candidats de la voie Mps1 a été mesuré en inoculant
les spores ou un implant de ces mutants sur des feuilles d’orge et feuilles de riz. Les mutants
Guy114ku80Amps1, P1.2Aku80Amps1 sont non pathogénes chez ces deux plantes hotes quel que
soit le mode d’inoculation (implants mycéliens déposés sur des feuilles blessées ou non, inoculation
de spores produites sur milieu glucose-6P). Ces phénotypes sont similaires a ceux décrits pour les
mutants dmps1 déja obtenus (Xu, et al 1998). Parmi les autres mutants analysés, seul le mutant
Arlm1 est non pathogéne comme le mutant 4mps1. Ce phénotype du mutant 4r/m1 est identique a
celui de mutant équivalents obtenus par Mehrabi et al. (2008). Les tests de pouvoir pathogéne du
mutant 4Swi4 ne sont réalisés que sur des feuilles et plantes d’orge. D’apreés ces résultats le mutant a
une forte réduction de pathogénie de 90%. Cependant, les feuilles de riz étant plus sensibles, des
tests sur des feuilles de riz peuvent valider la diminution de pathogénie du mutant 4Sw74. Le mutant
Aswi6 est réduit de 50 a70% dans son capacité de pouvoir pathogéne. Ainsi, Les génes RLMI et
SWI4, parmi les facteurs de transcription directs, semblent jouer un réle important dans le pouvoir
pathogéne.

Le mutant Acrz7 présente une forte diminution de son pouvoir pathogéne (-90%). Les phénotypes
du mutant dcrz7 sont similaires a ceux de mutants équivalents obtenus par Jinhee Choi et al (2009).
En effet, ces auteurs avaient observé que leurs mutants Adcrz7 avaient une diminution de pouvoir
pathogéne de plus de 95%, ce qui est tres proche a ce que nous avons observé (réduction de 90%).

Enfin, les mutants Adags? et Adidc1 sont réduit dans leur capacité a attaquer les plantes (-50%)
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(Tableau 32). Cette réduction modérée montre que ces génes ne sont que peu impliqués dans le

contréle de fonctions cellulaires nécessaires a l'infection. Enfin le mutant 4adaZ est aussi pathogéne

que la souche sauvage.

Souche Diminution de Diminution de
Pathogénie Orge Pathogénie Riz
Guy114ku80Amps1 100%* 100%
P1.24 ku804mps1 100% 100%
Guy114 ku80A4rim1 100% 100%
Guy114 ku80Acrz1 95% 90%
P1.24 ku80Aswi4 90% ND
Guy114 ku80Aswi6 70% 50%
Guy114 ku80A4ags1 0% 50%
Guy11A4 ku80Aidc1 0% 50%
Guy11A4 ku804ada2 0% 0%

Tableau 32 : Tableau récapitulatif de pourcentage de diminution de pouvoir pathogene sur plante
d’orge et de riz de différents mutants, comparé a la souche sauvage. *% des symptomes (nombre

de lésions) par rapport a la souche sauvage

La non pathogénie des mutants dmps1 et Arim1 et la forte réduction du mutant dswi4 pourrait
étre expliqué par le role de a-1,3- glucane synthase. Les résultats obtenus par Fujikawa (2009)
démontrent un changement dynamique dans la composition des polysaccharides de la paroi
cellulaire pendant l'infection, chez M. grisea. Les cellules de riz produisent divers enzymes qui
hydrolysent la paroi fongique lors d'une infection fongique (Van Loon et al 2006). 11 a été supposé
que a-1,3- glucane masque d'autres polysaccharides de la paroi cellulaire; en effet l'accumulation
d'a-1,3-glucane contribue dans la protection de la paroi cellulaire contre les enzymes digestives.
Ainsi, M. grisea peut protéger sa paroi cellulaire contre les enzymes polysaccharide-hydrolytiques
sécrétées du riz en masquant sa surface de paroi cellulaire avec a-1,3-glucane pendant l'infection.
Davantage d'études sont nécessaires pour clarifier la contribution du chitosane dans la protection de
la paroi cellulaire fongique pendant l'infection. REcemment, un role original d'a-1,3-glucane a été
rapporté dans un pathogéne humain, le H. capsulatum dans lequel -1,3-glucane est masqué par o-
1,3-glucane pour bloquer la reconnaissance par la hote, via récepteur dectin-1 (Rappleye et al 2007).
Ainsi, comme chez S. cerevisiae, les mutants Amps1 et Arim1 pourraient étre non pathogene due a
I'absence des glucanes synthase. Pour confirmer cette hypothese, un test de pathogénie en présence
des suppresseurs des phytohormones des plantes comme ABA, pour empécher la défense de la
plante, pourrait étre réalise. Ainsi, les mutants Ar/im7 et Amps1 pourraient créer des lésions.

Cependant, le mutant 4ags? a une faible réduction du pouvoir pathogene. Ceci pourrait parvenir de

I'existence d'une autre protéine qu'Ags1, qui participe a la synthése des glucanes synthase ainsi que de
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la présence d’'un autre mécanisme de défense du champignon contre la défense de la plante lors de
I'infection. Ainsi, une analyse cytologique pourrait aider a comprendre les changements observés chez
le mutant dagsi, Arim1 et Amps1. De méme, une analyse biochimique des concentrations des glucanes
chez la souche sauvage et les mutants ainsi qu'une analyse transcriptomique lors d’une infection de la
souche sauvage et les mutants dagsi, Arim1 et Amps1 pourrait élucider si la diminution du pouvoir
pathogéne des mutants est due a I'absence d'a-1,3-glucane synthase. Cette analyse transcriptomique
pourrait, de plus, aider a identifier la présence d’autres genes responsables du pouvoir pathogene et de

la synthese des glucanes synthese.

6. Analyse transcriptionnelle du mutant 4Amps1

Les analyses transcriptionelles avaient deux buts distincts. Le premier objectif était de définir les
genes cibles candidats qui sont sous le contrdle de MPS1. Ainsi, une analyse bibliographique a permis
d’identifier les genes sous le controle de MPS1, chez les autres champignons. Ces genes ont été
analysés avec ou sans un traitement avec I'aculéacine. Le principe était d’identifier les genes qui ne
sont pas induits chez le mutant. Le deuxiéme objectif était d’évaluer le role de la voie de signalisation
Mps1 dans l'induction de l'expression de ces genes, en présence de l'aculéacine, inhibiteur des
glucane synthases. De plus, cette analyse révelera si les génes de la réparation de la paroi sont
controlés par MPS1.

Chez la souche sauvage, tous les genes cibles candidats (SW/4, SWI6, RLM1, ADAZ, AGS1, IDC1),
sauf CRZ1 sont induits lors du traitement par 'aculéacine. L'induction de I'expression varie de 2 a 6
fois. Par contre chez le mutant 4mps? il n’ y a pas d’expression de ces genes ni en absence ni en
présence de l'aculéacine. Ceci montre que ces genes participent a la biosynthese de la paroi et ils sont
aussi sous le controle de MPS1.

L’analyse par qPCR des genes participant a la biosynthese de la paroi (CHS1, CHSZ, CHS3, CHS4,
CHS8, CHS7, CHS, FKS1, AGS1, GNA1, GFA1, PMC1, GSK3) nous a permis a identifier les génes
dépendants et indépendants de MPS1. L'induction observée représente 1,2 fois a 1,9 fois 'expression
basale des genes. En particulier, nous avons observé I'induction des genes codant pour des 3-1,3 et a-
1,3 glucanes synthases (FKS7, AGSI) et certaines chitines synthases (CHSZ, CHS4), impliqués dans la
synthése de composants essentiels de la paroi (Tableau 33). L’induction de ces génes codant des
chitines synthases peut étre interprété comme un mécanisme de compensation en réponse a
I'inhibition de la biosynthese des glucanes par I'aculéacine, comme décrit chez les levures (Lesage et
al. 2006 ; Cota et al. 2008). Nos résultats suggerent que ce mécanisme pourrait exister chez les

champignons filamenteux.
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GENE chez M. g | FONCTION chez M.g | GENE Induction 4. n Induction M. g
chezA n

CHSZ2 Chitine synthase 2 CHSA MPS1 MPS1dépendant
indépendant

CHS4 Chitine synthase 4 CHS7 MPS1 MPS1dépendant
indépendant

AGS1 a-1,3-glucan synthase | AGSA MPS1dépendant | MPS1dépendant

FKS1 1,3-B-glucan synthase | FKS1 MPS1 MPS1dépendant
component indépendant

GFA glucosamine-fructose- | GFAA MPS1 MPS1 dépendant
minotansferase indépendant

Tableau 33 : Tableau récapitulatif des genes dépendants de MPS1 chez M. grisea et A. nidulans

Chez le mutant 4mps1, nous n’observons plus d’induction de 'expression de ces génes, en réponse a
I'inhibition de la biosynthese des glucanes par l'aculéacine. Ce résultat montre que leur induction
dépend de MPS1. De plus, 'expression de CHSZ, 3, 7est réduite chez la souche sauvage et induite chez
le mutant dmps1. Ceci montre que ces genes sont dépendants aussi de MPS1. Par contre leur
expression est réduite lors d'un traitement a l'aculéacine. Ce qui suggere qu’ils participent
négativement a la biosynthese de la paroi.

La voie de signalisation Mps1 controlerait donc la transcription de nombreux genes impliqués dans
la réparation de la paroi comme des enzymes des voies de biosynthése des précurseurs de la chitine
(GFAI), des chitines synthases et des glucanes synthases, mais également d’autres génes codant pour

des protéines dont le role reste encore a déterminer.
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Conclusion

Le but principal de cette thése était d’identifier les différents génes potentiellement impliqués

dans la cascade de signalisation MAP kinase Mpsl et d’évaluer leur role dans cette voie de

signalisation par une approche génétique. Nous avons ainsi pu comparer les différents phénotypes

des mutants des génes étudiés par rapport a ceux du mutant de la MAP Kinase MPS1 (Tableau 34),

Mycélium Croissance | Sporulation Paroi Paroi Pathogénie
mycélium sensibilité | sensibilité
Acu/Nikko Glucanex
Souche Nombreux Normale Normale + + Normale
sauvage hyphes
aériens
Amps1 - + 0 HS HS 0
Aswi4 +/- + -95% HS R -90%
Aswié + Arréte -60% + HS -50%
tardif
Arim1 + + -90% 60% + 0
didc1 +/- + -50% 70% HS -50%
Aags1 + -10% -70% + HS -50%
Acrzi + + -20% + R -90%
dadaz + + + 40% +

Tableau 34 : Tableau récapitulatif des phénotypes des mutants+ : phénotype identique a la souche sauvage - : Absence ; +/-: faible

diminution ; HS : hypersensible ; R : résistant

D’aprés nos résultats, les mutants des facteurs de transcription ont les phénotypes proches du
mutant 4mps1. Surtout le mutant 4dswi4 est celui qui a des phénotypes quasi équivalents du mutant
Amps1. Tous les deux ont un défaut de mycélium, de sporulation et de pathogénie. Ils ont aussi
sensibles aux mélanges d’inhibiteur aculéacine - nikkomycine. Par contre le mutant Aswi4 est
résistant aux enzymes de dégradation de la paroi, la glucanex. Le mutant 4swi6 a un phénotype
différent de 4mps1: un arrét de croissance du mycélium apres quelque jour. Le mutant 4r/m7 a un
mycélium normal et n’est hypersensible au mélange d’inhibiteur que de 60% mais il est non
pathogéne.

Parmi les mutants des genes cibles de MPS7, le mutant dags? a une diminution de croissance
mycélium, un important défaut de sporulation et une diminution de pouvoir pathogéne. De plus, il
est hypersensible aux enzymes de dégradation. Le mutant 4adaZ ne montre pas des phénotypes

importants.
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Conclusion

Le mutant Acrz1i, facteur de transcription de la voie de Calcineurine, a un défaut important de
pouvoir pathogene et il montre une résistance comme le mutant dswi4 aux enzymes de
dégradation. Le mutant Adidci montre les mémes phénotypes que le mutant dmpsI mais ses
phénotypes sont moins importants que ceux de 4dmps1.

Ainsi, d’aprés les phénotypes de l'ensemble des mutants obtenus, cette voie de signalisation
pourrait jouer un role dans la sporulation, la pathogénie, la croissance mycéliale et '’hypersensibilité

aux inhibiteurs de la biosynthése de la paroi et aux enzymes de dégradation.

1. Schéma de fonctionnement de la voie de signalisation Mps1 chez M. grisea

Les différents roles possibles des génes de la voie de signalisation Mps1 sont présentés dans la
Figure 96. Dans cette cascade, MPS1 est la kinase qui active les facteurs de transcription SW/4, SWi6
et RLM1, en réponse a un stress pariétal. Ces facteurs de transcription vont a leur tour induire ou
réprimer I'expression de génes cibles. Ainsi les génes SWI/4, RLM1 et IDC1 sont impliqués dans la
réparation de la paroi cellulaire et le contrdle de I'intégrité cellulaire. De plus SWi4, RLM1 et IDC1
avec CRZ1 sont impliqués dans la pathogénie. Enfin, SWi4, RLM1, IDC1 et CRZ1 sont impliqués dans
la sporulation. L'inactivation du gene MgAGS1 conduit a des phénotypes qui ne recouvrent qu'une
partie de ceux observés pour le mutant dmpsi (absence de la sporulation, hypersensibilité au
Glucanex). Ceci montre qu'4AGS1 ne participerait qu’a une partie des fonctions contrélées par la voie
Mps1, celles impliquées dans la sporulation et la résistance de la paroi aux enzymes de dégradation.
SWI6 pourrait avoir un role dans le cycle cellulaire. Cependant, il ne participe pas a la réparation de

la paroi ni a la sporulation.

2. Comparaison des roles de la voie Mps1 chez M. griseaet la voie Slt2 chez S. cerevisiae

Chez S. cerevisiae, les mutants des genes codant la voie Slt2, présentent des phénomenes de lyse, de
sensibilité aux agents qui perturbent la paroi cellulaire et des problemes de croissance en conditions
hypo-osmotiques. Ces défauts sont supprimés par I'ajout d’'un osmostabilisant dans le milieu. Ces
phénotypes observés chez le mutant 4s/t2 sont comparables a ceux observés chez le mutant 4mps1.
Il a été montré, chez S. cerevisiae (Garcia, et al. 2004) que 'inactivation de la cascade de signalisation
de l'intégrité cellulaire conduit a une hypersensibilité spécifique des mutants 4s/t2 de ce type
d’inhibiteurs. Le mutant 4s/¢t2 présente une hypersensibilité de 4 fois a la caspofongine (Cristina
Reinoso-Martin, et al 2003). Le mutant Admps1 de M. grisea n’est que 2 a 3 fois plus sensible a
I'aculéacine et a la nikkomycine que la souche sauvage correspondante, et il n’est pas plus sensible a
la caspofongine que la souche sauvage.

Ainsi si chez S. cerevisiae son réle majeur est le maintien de l'intégrité cellulaire, cette voie semble
posséder d'autres fonctions, dont le contréle du cycle cellulaire (Madden et al. 1997), elle permet

aussi le remodelage cellulaire lors de la formation du bourgeon émergeant lors de la fécondation

(Buehrer et Errede 1997). En particulier, il a été montré qu'elle est induite par certains types de ROS
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(Alic, et al 2003; Staleva, et al 2004), méme si elle ne gere pas la réponse face au stress oxydatif.
Chez M. grisea cette voie a un réle dans l'intégrité de la paroi, la pathogénie et la sporulation.

On connafit certaines des cibles directes de cette voie dont RLMI (Jung et al. 2002), ainsi que SWi4
(Baetz et Anrews, 2001) et SWJ/6 (Ho, et al 1999). Les mutants 4Scr/m? sont sensibles a la caféine et
présentent une résistance accrue au Calcofluor White (CW) et a la zymolyase 100T, deux agents qui
affaiblissent la paroi cellulaire (Dodou et Treisman, 1997). Finalement, les mutants 4Scswi4 lysent a
379C et ce phénotype est corrigé par I’ ajout de sorbitol 1M dans le milieu. IIs sont de plus sensibles a
la présence de CFW ou de SDS dans le milieu (Igual et a/1996). Ainsi, chez S. cerevisiae RLM1 a un réle
plus important que SW/4, dans l'intégrité de la paroi. Par contre, chez M. grisea les phénotypes du
mutant 4swi4 sont plus importants que ceux du mutant Ar/m1.

De ce fait, les roles majeurs de cette voie de signalisation Slt2/Mps1 chez ces deux espéces sont

communs. Par contre I'implication des facteurs de transcription differe selon M. grisea ou S. cerevisiae.

3. L’importance de la voie de signalisation Mps1 chez M. grisea chez les ascomycétes

Chez les hémi-ascomycetes, deux voies de signalisation sont impliquées dans la réparation de la
paroi fongique en réponse a un stress : la voie de signalisation SIt2/Mps1 et la voie de impliquant la
Calcineurine. Chez les champignons filamenteux ces deux voies sont aussi impliquées dans la
réparation de la paroi que dans la sporulation des champignons filamenteux, et dans le pouvoir
pathogéne de certains champignons filamenteux vis-a-vis des plantes mais pas dans le pouvoir
pathogéne vis-a-vis des animaux.

Cependant les phénotypes des mutants du géne homologues de MPS1, chez différents champignons
ont été étudiés. Méme si le gene est trés bien conservé chez différentes especes, les phénotypes

différent selon I'espéece (Tableau 35).
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Conclusion

Champignon Geéne Sporulation | Hypersensibilité | Croissance | Pathogénie

de la paroi

M. grisea MPS1 Absence Aculéacine (2x), + Absence
Nikkomycine

(2x)
M. graminicola MGSLT2 Réduit Glucanase, + Réduit

Miconazol(2x),

Imazalil (5x),

cyproconazole
(10x)
B. cinerea BMP3 Fortement + Réduit Réduit
Réduit
F. graminearum MGV1 + Driselase + Réduit
A. fumigatus MPKA Réduit Glucanex, SDS, + +

CFW, Congo Red

Tableau 35: Tableau récapitulatif des phénotypes du mutant du géne encodant la MAPK Mpk1/Slt2 chez différents
champignons : + : Phénotype normale ; (Xinhua Zhao et a/ 2007), (Nicolas Rispail, et a/ 2009), (Oliver Rui et Matthias Hahn,
2007), (Mehrabi, et al 2006), (Valiante, et al. 2009), (Zhanming, et al. 2002), (R. Alonso Monge, et al. 2006)

Etant donné les différences de phénotypes chez différentes especes, on pourrait dire que les roles
de la voie de Mps1 varient selon les especes. Ils sont plus ou moins réduits en sporulation et en
pathogénie. Ainsi, cette cascade joue un role important dans la sporulation et la pathogénie des
champignons pathogéne des plantes comme chez les champignons pathogenes de I'’humain.
Cependant, tous les mutants ont une hypersensibilité aux inhibiteurs de la paroi, sauf celui de B
cinerea. L'hypersensibilité des champignons pathogenes des plantes sont moindre comparé aux
Saccharomycotina. Cela pourrait supposer a penser que cette cascade ne participe pas au contréle de
I'intégrité pariétale. Par contre, malgré la faible hypersensibilité aux inhibiteurs de la paroi, les
mutants Amps1, Aswi4, Aswi6, Aags1 et Aidc1 ont un Tp50 plus court par rapport a leur souche
sauvage. Ceci démontre que la cascade de signalisation MAP kinase Mps1/Slt2 participe bien a la

réparation de la paroi cellulaire chez M. grisea.
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Perspective

IV. PERSPECTIVES

Afin d’identifier les cibles transcriptionelles de MPS7 une analyse du transcriptome du mutant
Guy114ku80Amps1 en comparaison de la souche sauvage est en cours de réalisation. Cette analyse
permettra d’identifier les genes différemment exprimés chez ce mutant aussi bien en condition de
culture normale, qu’en présence d'un inhibiteur de la biosynthése des glucanes (Aculéacine). Enfin,
I'analyse transcriptionelle des mutants Aswi6, Aswi4, Arim1 sera entreprise afin de déterminer quels
sont les cibles transcriptionelles de ces facteurs de transcription communes avec celles de la voie
Mps1. Cette analyse transcriptionelle comparative devrait permettre de mieux comprendre la voie de
signalisation Mps1, en particulier les roles de différents facteurs de transcription impliqués dans
cette cascade. De plus, pour approfondir 'analyse des génes RLM1 et SWI4, un test plus complet avec
les stress paroi pourrait étre réalisé. En effet, le but étant de comprendre comment ils interviennent,
en présence d'un stress paroi, une analyse transcriptomique, en présence et absence de 1'’Aculéacine.
Ainsi, nous pouvons identifier les génes impliqués dans la réparation de la paroi, controlés par RLM1
ou SWi4.

Cependant, les mutants dswi4 et Ar/m1 ont un pouvoir de pathogénie fortement réduit. Par contre
Adags1 est toujours pathogéne. Ainsi, une analyse génétique des appressoria pourraient démontrer les
génes impliqués dans la pathogénie et surtout une telle analyse pourrait élucider si a- 1,3 glucane
synthase est impliqué dans la diminution du pouvoir pathogene.

La construction de mutants conditionnels du gene MPS7 nous permettra aussi de mieux analyser
les phénotypes associés a l'inactivation de ce gene, en particulier au niveau des spores et de
I'appressorium. En effet des mutants conditionnels du géne MPS1 pourraient permettre d’'inactiver
Mps1 a des stades de développement particulier évitant les défauts de morphologie et de sporulation
du mutant nul. De plus, il devrait étre possible d’inactiver cette voie juste avant I'addition de
fongicides afin d’analyser en temps réels l'effet de l'absence de cette voie dans la réponse
transcriptionelle a ces composés. La méthode de construction de mutants conditionnels du géne
MPS1 choisie correspond a l'utilisation des promoteurs fongiques répressibles, afin de contréler
I'expression du géne sauvage MPS1 dans un contexte mutant. Un des promoteurs utilisés pour
controler I'expression des genes est le promoteur du gene N/AI codant pour la nitrate réductase
(pNial). L’expression de ce gene est induite par la présence de nitrate et réprimé par le glutamate
(ref). Le promoteur pNial peut ainsi étre utilisé pour exprimerdes génes en présence de nitrate et
réprimer I'expression de genes en présence de glutamate. Une autre stratégie a aussi été utilisée dans
notre laboratoire pour construire des mutants conditionnels du gene MPS1. En effet, il est possible de
construire des formes alléliques de kinases sensibles spécifiquement a un inhibiteur de kinase
(NMPP1) normalement inactif vis-a-vis de kinases sauvages. Dans ce cas, 'addition de cet inhibiteur
spécifique permet d’inactiver I'enzyme au moment choisi. Les analyses de ces mutants sont en cours
et devraient permettre d’étudier 'effet de I'inactivation du géne MPS1 de maniere beaucoup plus

précise qu’avec le mutant nul pleiotropique.
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Perspective

Lors de l'analyse des résultats et de la recherche bibliographique, nous avons observé une
redondance des fonctions entre différentes voies de signalisation. Nous avons mis en évidence, dans
cette these que la voie de Calcineurine et la voie de MAPK Mps1 jouent un role trés important dans le
pouvoir pathogene. Pour mieux élucider cette redondance, un double mutant AmpsiA4crz1 pourrait
étre utile. Ainsi, nous pouvons confirmer que le pouvoir pathogéne est sous le contréle de ces deux
voies. Ainsi qu'une analyse transcriptomique chez le mutant Ampsi et AcrzI pourrait révéler
I'expression des différents genes impliqués dans le pouvoir pathogéne. Nous pouvons de méme,
étudier I'expression des génes dépendants de MPS1, chez le mutant Acrz1. De plus, le mutant Acrz?
présente une résistance a ’Aculéacine. Ainsi, une analyse transcriptomique avec ou sans Aculéacine,
pourrait démontrer les raisons de la résistance de ce mutant en présence de I’Aculéacine.

Enfin, la reconnaissance des différents genes en aval et en amont de MPS1 pourrait nous aider 3,
tout d’abord, mieux comprendre le mécanisme et tous les genes impliqués et leur role dans ce
mécanisme. Ensuite, cette compréhension pourrait étre essentielle afin de trouver des cibles

potentielles pour des fongicides afin de combattre contre la maladie de pyriculariose.
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ANNEXES

ANNEXE 1

Identification des domaines fonctionnels et alignements des génes étudiés

1. Protéine Mps1

7 150 225 300 375 415

Query seq. tive site
active sibe S AL A A e A AL s A
P U " U—

ATF binding site

substrate binding site A P - Y A
activation loop (A=loop) SN
KIN docking site § Al Ad A Y Y
Specific hits STKc_MPK1

Superfanilies PKc_like superfamily
e——

Figure 1 : Schéma des domaines et acides aminés fonctionnels de Mps1

1.1. Identification des domaines fonctionnels de Mps1
Plusieurs acides aminés sont importants pour I'activité de Mps1 :
» Acides aminés fonctionnels de Mps1 (Figure 2)
: Le site de phosphorylation de Mps1 se trouve au niveau des résidus T 185 et Y 187 (motif
TEY) (Levitzki etal., 2001). Cette phosphorylation conduit a I'activation de Mps1.

AA*: L’acide aminé du site actif de 'enzyme conditionnant la taille de la poche de fixation de 'ATP
se trouve au résidu 105 (E) («http://sequoia.ucsf.edu/ksd/ »).

T-Loop : La phosphorylation des résidus du site PHO nécessite la présence d’'une T-Loop pour une
phosphorylation complete chez les protéines Kinases. Ainsi, on retrouve le T-Loop, situé, entre les résidus
150 et 182.

NLS : Le site NLS (Nuclear Localisation Signal) de la protéine Mps1, est localisé entre les entre les

résidus 76 et 83 pour que, une fois activée, la protéine Mps1 entre dans le noyau.






1.2. Alignement avec les séquences orthologues de MgMps1
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Figure 2: Alignement des séquences des homologues de MgMps1, chez les especes fongiques étudiés. Les domaines fonctionnels

importants sont entourés.

> Conservation des domaines chez les différents champignons

Les séquences protéiques homologues de MgMps1 chez N. crassa, A. nidulans et C. albicans n’ont pas été
prises en considération pour cet alignement. En effet, leurs annotations ne sont pas correctes.
La MAP kinase Mps1 de M. grisea posséde un domaine « Pkinase, PF00069, (1 a 366 aa) tres conservé

chez les différents espéces fongiques étudiés. Par ailleurs, la partie C-terminale est variable (360 a 470).






1.3. Arbre Phylogénique
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Figure 3 : Arbre phylogénique des orthologues de MgMps1 réalisé par PhyML.
AF : Aspergillus fumigatus, BC : Botrytis cinerea, MG : Mycosphaerella graminicola, MGrisea : Magnaporthe grisea, TR : Trichoderma
reesel, AG : Ashbya gossypii, FG : Fusarium graminearum, CP: Coccidioides posadasi, PA : Podospora anserina et SC : Saccharomyces

cerevisiae

L’arbre est réalisé par la méthode de boostrap, ainsi, plus la valeur est élevée plus la fiabilité de la

branche est importante.






2. Facteur de Transcription Swi4

3.
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Figure 4 : Schéma des domaines et acides aminés fonctionnels de Swi4

2.1. Identification des domaines fonctionnels de Swi4

Plusieurs acides aminés sont importants pour I'activité de Swi4 :

» Acides aminés et domaines fonctionnels de Swi4 (Figure 6)
: Ce domaine intervient dans les interactions protéines - acides nucléiques et est ’'homologue

du domaine « DNA Binding APSES ». Le site de fixation a I’ADN se trouve entre les résidus 71 et 92 (H-T-H
motif), au sein du domaine KilA.

ANK: Le domaine « ANKyrin repeat », intervient dans les interactions protéine-protéine. Chez
SWI4, il existe 3 domaines ANK a la suite. Dans chaque domaine 33 acides aminés sont conservés entre les

3 domaines.

* *
ANEL : QH| SIGEDV DRSS AR E QF NEAQ PlES R : 33
ANE3 LEVAORES 3| SCIREAINT, ST|EET 33
ANEZ @ 8EC HERRT WEGGHYHS PTCEY Y LDRPILRIR : 33

dg TAEH AA g i1 ra 11N
Figure 5: Alignement des régions conservées des trois

domaines « ANKyrin repeat » chez M. grisea






2.2. Alignement avec les séquences orthologues de MgSwi4
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Figure 6: Alignement des séquences des homologues de MgSwi4, chez les especes fongiques étudiés. Les domaines fonctionnels

importants sont entourés






» Conservation des domaines chez les différents champignons
Le facteur de transcription Swi4 de M. grisea possede un domaine « KilA-N» (0 a 140 aa) trés bien
conservé et un domaine « Ankyrine repeat » (380 a 620), moins conservé mais qui existe chez différents

espéces fongiques. Par ailleurs, a partir de I'acide aminé 620, la protéine est trés peu conservée.

2.3. Arbre Phylogénique
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Figure 7 : Arbre phylogénique des orthologues de MgSwi4 réalisé par PhyML
AN : Aspergillus nidulans, BC : Botrytis cinerea, CA: Candidas albicans, MG : Mycosphaerella graminicola, MGrisea : Magnaporthe

Trichoderma reesei, SN : Stagonospora nodorum, AG : Ashbya gossypii, Cl: Coccidioides immitis, ¥G : Fusarium

grisea, TR :
graminearum, PA : Podospora anserin, SC : Saccharomyces cerevisiaeet NC : Neurospora crassa

L’arbre est réalisé par la méthode de boostrap, ainsi, plus la valeur est élevée plus la fiabilité de la

branche est importante.






3. Facteur de Transcription Swi6
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Figure 8:Schéma des domaines et acides aminés fonctionnels de Swi6

3.1. Identification des domaines fonctionnels de Swi6
Plusieurs acides aminés sont importants pour I'activité de Swi6 :
»  Acides aminés et domaines fonctionnels de Swi6
: Ce domaine intervient dans les interactions protéines - acides nucléiques et est ’'homologue
du domaine « DNA Binding APSES ». Le site de fixation a ’ADN se trouve entre les résidus 71 et 92 (H-T-H
motif), au sein du domaine KilA.
ANK: Le domaine « ANKyrin repeat », intervient dans les interactions protéine-protéine. Chez

Swib, il existe 3 domaines ANK a la suite. Dans chaque domaine 33 acides aminés sont conservés entre les

3 domaines.

*
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ANEZ : R--- R : 33
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Figure 9 : Alignement des régions conservées des trois domaines

« ANKyrin repeat » chez MgSwi6






3.2. Alignement avec les séquences orthologues de MgSwi6
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Figure 10: Alignement des séquences des homologues de MgSwi6, chez les especes fongiques étudiés. Les domaines fonctionnels

importants sont entourés

» Conservation des domaines chez les différents champignons
Le facteur de transcription Swi6 de M. grisea posséde un domaine « KilA-N » (125 a 190 aa) trés bien
conservé et un domaine « Ankyrine repeat » (478 a 670 aa), moins conservé mais qui existe chez différents

espéces fongiques. Par ailleurs, la protéine, en dehors des domaines n’est pas bien conservée.
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3.3. Arbre phylogénique
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Figure 11 : Arbre phylogénique des orthologues de MgSwi6 réalisé par PhyML

BC : Botrytis cinerea, CA : Candidas albicans, MG : Mycosphaerella graminicola, MG : Magnaporthe grisea, TR : Trichoderma reesei, SN :

Stagonospora nodorum, AG : Ashbya gossypii, Cl : Coccidioides immitis, FG : Fusarium graminearum, PA : Podospora anserin, SC :

Saccharomyces cerevisiae et NC : Neurospora crassa

L’arbre est réalisé par la méthode de boostrap, ainsi, plus la valeur est élevée plus la fiabilité de la

branche est importante.
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» Comparaison entre MgSWI4 et MgSWI6

La comparaison entre les séquences de MgSwi4 et MgSwi6 confirme les données obtenues sur le site de

Broad institue :

Les deux protéines ont une e value de 1.6 10 -22 avec 65% d’identité et 99% de similarité.

* 20 *
M.grisea.s @ ---------------- MVEAARARASART GECINERNT i
M.grisea.s : MSQIGSQPQPSQSSFRSYSDONVEQQPQEAS QIRGEN g 2 !
IY3A Y8 6 VYESZ ANAT TLE Ac K __BTATIEARAC __2H
100 * 120 * 140 1ad * 180

M.grisea.s @ ANESEENEEy ‘ HEN{IE DR nE S SPPEAPRHTHEEN
W.grizea.s @ | il i VIR LR P LI =5 SOANLN PTFEQAM

Kwnrrvrwvnrmnr E A [ LREG E5 PD 3 K2 A

ZDD * i * 240 *

220
M.grisea.g ! -------- vazoADoEnL R R oEANE eI VD - - DI I/
M.grisea.s : AMTATSKAZ3NSPGEECRNGETR SE‘QR BT QS TDGHEEN SQASHE GBF 5AGSE PQEGGLNGTE PERKRQRMDMT PANS
Q8

RF1 R D3 G El P 16 BA

300 3el

380 ANKI*
M.grizea.z : WF
M.grigea.s :

HT Al Hmande a Tied 1.5

280

ORKEMYN A GADSRNNNGGETEFENT SQTARS

*
M.grisea.s ; BEDWEEDMEHIZST CHERREEREMETE ECls|F I GEMRLTE LL S RN - —[0gs ByigER--------—— - :
M.grisea.s : 3 g, DAFP-GSET DEJF Iy T TINRCOCHDQOT LS AERFIMSMLM S TFMNDGM SEQARVDTLRQIHERDL
A1l & &

500 ANKS 520
M.grigea.s T Ay
M.grizea.s

*
LIEE
TALH

AD 6 A

580 600 620 640
M.grisea.s : SPEIPESARRQVSFIDALAE E{I E;NIHEEKMTASLKSEMI;W I KFiiLARSYEIEETIKIEAEREATRI
M.grisea.s : EVCRSPHIANRSGLEPTDE DED SGEDVENGDY G IRJHINATIHT & ANF QEE T XK QRN IS LHATLRLT
GAHG 3 GA 3 1 30 IT L6E

60 * 580 * 700 720 * 740
M.grisea.s : STNKLEGiELEEP AR GHDGELEr AT R AN CRL L EEE L VERBLD - - ﬂfnm EiIEERLAL ELRY]
M.grisea.s : KMDEAQMRGKAROMARWEYTNINORAESRERYEIT OME ONT GEIRD) SANGW ESNTLL THNWEE BADAKLES SILLRAR

L A6 QL 2Z & E 4 6 T R 6 AIEN 3NG 1 A

* §00 * 520 *

M.grigea.s
M.grizsea.s

E1GD 6E L& 6E B GoeG

Figure 12 : Alignement des protéines MgSwi4 et MgSwi6
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4. Facteur de transcription RIm1
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Figure 13 : Schéma des domaines et acides aminés fonctionnels de Rlm1

4.1. Identification des domaines fonctionnels de Rlm1

Plusieurs acides aminés sont importants pour I'activité de RIm1 :

» Acides aminés fonctionnels de Rlm1 (Figure 14)
: Le site de phosphorylation de Rlm1 se trouve au niveau des résidus Y 55 et Y 57 (motif YEY),

chez M.grisea. Cette phosphorylation conduit a I'activation de Rlm1.

SF : Le site de la fixation a '’ADN se trouve entre les acides aminés 1 a 40.

MADS : Le domaine MADS (MCM1, Agamous Deficiens)) appartient a une famille de domaines
caractéristiques de facteur de régulateurs transcriptionelle. Au milieu de ce domaine, il y a la région de

fixation a ’ADN, appelé « MADS box ».
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4.2. Alignements avec les séquences des orthologues de MgRIm1
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Figure 14 : Alignement des séquences des homologues de MgRIm1, chez les espéces fongiques étudiés. Les domaines fonctionnels

importants sont entourés.

» Conservation des domaines chez les différents champignons

Le facteur de transcription Rlm1 de M. grisea possede un domaine « MADS » (0 a 70 aa) tres bien
conservé chez différents especes fongiques. En dehors de ce domaine, il existe 4 domaines tres conservés
de fonction inconnue, situés entre des différentes zones de la protéine (457 - 470, 575 - 584, 627 - 651,
676 - 744). Les deux derniers domaines, sont conservés a 80% chez les ascomycetes étudiés et ils présent
la particularité d’étre riche en proline. Ainsi, ces domaines peuvent jouer un réle dans l'interaction
protéine - protéine.

De plus, il y a un motif de 11 acides aminés, tres bien conservé ente les acides aminés 788 a 818. Par
ailleurs, la protéine, en dehors des domaines n’est pas bien conservée.

Les séquences de la protéine correspondante a MgRIm1 chez B. cinerea, est mal annotée a partir de
I'acide aminé 200. Ainsi que celle de .S. nodorum, a partir de I'acide aminé 500. C’est pour cette raison elles
ne sont pas présentes dans l'alignement.

Par ailleurs, la séquence de RIm1 chez S. cerevisiae et C. albicans, ne s’alignent que sur le domaine de

MADS.
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4.3. Arbre phylogénique
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Figure 15 : Arbre phylogénique des orthologues de MgRIm1 réalisé par PhyML.

AF : Aspergillus fumigatus, AN : Aspergillus nidulans, MG : Mycosphaerella graminicola, MGrisea : Magnaporthe grisea, TR : Trichoderma

reesei, ¥G : Fusarium graminearum, PA : Podospora anserin, et NC : Neurospora crassa

L’arbre est réalisé par la méthode de boostrap, ainsi, plus la valeur est élevée plus la fiabilité de la

branche est importante.
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5. Facteur de transcription Crz1
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Figure 16 : Schéma des domaines et acides aminés fonctionnels de Crz1

5.1. Identification des domaines fonctionnels de Crz1
Plusieurs acides aminés sont importants pour 'activité de Crz1 :
» Acides aminés et domaines fonctionnels de Crz1 (Figure 17)
Zf: Le domaine « Zf-C2H2 » (Zinc Finger, type C2H2), IPR0O07087, est le domaine classique de la
famille de doigts de zinc. En effet, la forme en pince et les quatre charges positives des atomes de Zn du
domaine en font un chélateur du grand sillon de 'ADN, molécule chargée négativement. Ainsi, ce domaine

est un domaine de fixation a 'ADN.
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5.2. Alignements avec les séquences des orthologues de MgCrz1
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Figure 17 : Alignement des séquences des homologues de MgCrz1, chez les espéces fongiques étudiés. Les domaines fonctionnels

importants sont entourés

» Conservation des domaines chez les différents champignons

Le facteur de transcription Crz1 de M. grisea possede un domaine « Zf - C2H2» (570 a 595 aa) trés bien

conservé chez différents espéces fongiques. Par ailleurs, la protéine, en dehors des domaines n’est pas bien

conservée.

19






5.3. Arbre phylogénique

TR,
0
Fia_
T NC
in
@ PA,
oA M Grizea_
o4

——a |

AF_

——= SH_

Ch_

AG_

sc_

Figure 18 : Arbre phylogénique des orthologues de MgCrz1 réalisé par PhyML.

AF : Aspergillus fumigatus, AG :Ashyba gossypii AN : Aspergillus nidulans, BC : Botrytis cinerea, CA: Candidas albicans, MGrisea :
Magnaporthe grisea, TR :

Trichoderma reesej, SN : Stagonospora nodorum, AG : Ashbya gossypii, Cl : Coccidioides immitis, FG :

Fusarium graminearum, PA : Podospora anserin, SC : Saccharomyces cerevisiae et NC : Neurospora crassa

L’arbre est réalisé par la méthode de boostrap, ainsi, plus la valeur est élevée plus la fiabilité de la
branche est importante.
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6. Protéine Ags1 (a-1,3-glucan synthase)
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Figure 19 : Schéma des domaines et acides aminés fonctionnels de Ags1

6.1. Identification des domaines fonctionnels d’Ags1
Plusieurs acides aminés sont importants pour 'activité d’Ags1 :
Acides aminés et domaines fonctionnels d’Ags1 (Figure 20)
: Le domaine « Alpha-amylase », IPR006047 d’apres I'annotation de pfam, est de la famille 13
de glycosyl hydrolase, (son Enzyme Commission est : EC 3.2.1.)
La réaction de catalyse de 'enzyme Ags1 peut se résumer ainsi :
UDP-glucose + [alpha-D-glucosyl-(1-3)]n =UDP + [alpha-D-glucosyl-(1-3)]n*1
GT1: Le domaine « Glycosyltransferase», IPR013534, est un domaine catalytique caractéristique
des glycogénes synthases qui utilise ADP glucose comme substrat. Ce domaine est caractéristique de
'activité enzymatique par des liasons entre I'alpha-1,4-glucose (EC 2.4.1.x).
GT2 : Les protéines possédant le domaine « GlgA », IPR001296, transfére UDP, ADP, GDP ou CMP,

attaché a un sucre a une variété de substrat comme le glycogéne, le fructose-6-phosphate et les

lipopolysaccharides.
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6.2. Alignement des séquences des orthologues de MgAgs1
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Figure 20: Alignement des séquences des homologues de MgAgsl, chez les especes fongiques étudiés. Les domaines fonctionnels

importants sont entourés

» Conservation des domaines chez les différents champignons

La protéine Agsl de M. grisea posséde trois domaines « Alpha-amylase », IPR006047 (158 a 370 aa);
« Glycosyltransferase», IPR013534 (1242 a 1640 aa) et « GIgA », IPR001296(2035 a 1475 aa). Tous les
trois domaines sont bien conservés chez différents espéces fongiques.

Les séquences de la protéine correspondante a MgAgs1 chez C. immitis, est mal annotée. En effet, a partir
de I'acide aminé 1780, il y a un exon qui n’est pas annoté chez ce champignon. Chez S. cerevisea, C. albicans
et A. gossypii cette protéine est inexistante puisque celle-la a un réle dans la synthése de y(1-3) glucane,

un composant qu’on ne trouve pas chez la levure.
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6.3. Arbre phylogénique
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Figure 21 : Arbre phylogénique des orthologues de MgAgs1 réalisé par PhyML.
AF : Aspergillus fumigatus, AN : Aspergillus nidulans, BC : Botrytis cinerea, MG : Mycosphaerella graminicola, MGrisea : Magnaporthe

grisea, PA : Podospora anserin, et NC : Neurospora crassa

L’arbre est réalisé par la méthode de boostrap, ainsi, plus la valeur est élevée plus la fiabilité de la

branche est importante.
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7. Adaptateur Ada2
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Figure 22 : Schéma des domaines et acides aminés fonctionnels d’Ada2

7.1. Identification des domaines fonctionnels d’Ada2
Plusieurs acides aminés sont importants pour 'activité d’AdaZ2 :
» Acides aminés fonctionnels d’Ada2 (Figure 23)

: Le premier domaine est le domaine de doigt de zinc. La présence d’'une copie simple de ZZ
démontre que la protéine en question est une protéine d’adaptateur transcriptionelle comme la protéine
Ada2 chez S. cerevisiea. En effet, 1a protéine Cas5, chez C. albicans, joue le méme réle que la protéine Ada2
chez §. cerevisiea.

COG: «COG5114 », encode pour un complexe d’histone acétyltransférase, SAGA/ADA ; une sous-
unité d’Ada2.

SWIRM : Le domaine, « SWIRM » est un petit domaine de 85 acides aminés, présent dans les
protéines chromosomales. Il est impliqué dans l'interaction protéine-protéine, pendant I'assemblage des

complexes protéine-chromatine.
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7.2. Alignement avec mes séquences des orthologues de MgAdaZ2
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Figure 23: Alignement des séquences des homologues de MgAda2, chez les espéces fongiques étudiés. Les domaines fonctionnels

importants sont entourés
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» Conservation des domaines chez les différents champignons

L’adaptateur Ada2 de M. grisea posséde deux domaines « ZZ », IPR000433 (18 a64 aa) et « COG5114 »
(0 a 344) bien conservés chez différents especes fongiques. Le troisiéme domaine « SWIRM » (424 a 503
aa) n’est pas bien conservé chez F. graminearum. Cela peut étre dii a une mal-annotation de la séquence
protéique.

La séquence de la protéine correspondante a MgAda2 chez S. cerevisea n’est pas présente dans cet
alignement. En effet, chez ce champignon, cette protéine n’existe pas, la protéine Adq2 remplace cette

protéine chez ce dernier.

7.3. Arbre phylogénique
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Figure 24: Arbre phylogénique des orthologues de MgAdaZ2 réalisé par PhyML.
AF : Aspergillus fumigatus, AN : Aspergillus nidulans, BC : Botrytis cinerea, MG : Mycosphaerella graminicola, MGrisea : Magnaporthe

grisea, PA : Podospora anserin, et NC : Neurospora crassa

L’arbre est réalisé par la méthode de boostrap, ainsi, plus la valeur est élevée plus la fiabilité de

la branche est importante.
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8. Régulateur Knr4
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Figure 25 : Schéma des domaines et acides aminés fonctionnels de Knr4

8.1. Identification des domaines fonctionnels de Knr4
Plusieurs acides aminés sont importants pour 'activité de Knr4 :
» Acides aminés et domaines fonctionnels de Knr4 (Figure 26)
: Les protéines possédant le domaine « SIM1_KNR4 », [PR018958 (136 a 325 aa), sont

impliquées dans la régulation de I'activité de 1,3-beta-glucan synthase et la formation de la paroi cellulaire.
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8.2. Alignement avec les séquences des orthologues de MgKnr4
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Figure 26: Alignement des séquences des homologues de MgKnr4, chez les espéces fongiques étudiés. Les

domaines fonctionnels importants sont entourés
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» Conservation des domaines chez les différents champignons

Le régulateur Knr4 de M. grisea posséde un domaine « SIM1_KNR4 », IPR018958 conservés chez
différents espéces fongiques.

La protéine a un motif conservé entre les acides aminés 18 a 64. Par ailleurs, le reste de la protéine est
variable selon le champignon. La séquence de la protéine correspondante a MgKnrR4 chez S. cerevisea
n’est pas présente dans cet alignement. En effet, d’aprés NCBI, la séquence protéique chez ce champignon

et celle chez M. grisea ont une homologie de 35% d’homologie avec 53% de similarité.

8.3. Arbre phylogénique
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Figure 27 : Arbre phylogénique des orthologues de MgKnr4 réalisé par PhyML.
AF : Aspergillus fumigatus, AN : Aspergillus nidulans, BC : Botrytis cinerea, CA: Candidas albicans, MG : Mycosphaerella graminicola,

MGrisea : Magnaporthe grisea, TR : Trichoderma reesel, SN : Stagonospora nodorum, AG : Ashbya gossypii, PA : Podospora anserin, et NC :

NEIII'OS,DOI'EI crassa

L’arbre est réalisé par la méthode de boostrap, ainsi, plus la valeur est élevée plus la fiabilité de

la branche est importante.
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9. IDC1
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Figure 28 : Schéma des domaines et acides aminés fonctionnels d’'Idc1

9.1. Identification des domaines fonctionnels d’Idc1
Plusieurs acides aminés sont importants pour 'activité d’Idc1 :
» Acides aminés et domaines fonctionnels d’Idc1 (Figure 29)
: Le domaine WD40, annoté cd00200 d’aprés NCBI, est présent dans plusieurs protéines

ayant des fonctions comme adaptateur, régulateur dans la traduction du signal.
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9.2. Alignement avec les séquences des orthologues de Mgldc1
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Figure 29 : Alignement des séquences des homologues de Mgldcl, chez les especes fongiques étudiés. Les domaines fonctionnels

importants sont entourés
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» Conservation des domaines chez les différents champignons

La protéine Idc1 de M. grisea possede un domaine « WD40 » (70 a 250 aa) bien conservé chez différents
espéces fongiques sauf chez F. graminearum et T. reesei. Etant donné la suite de l'alignement, une mal
annotation de cette protéine chez ces deux especes peut étre la cause. Entre les acides aminés 515 et 890,
il existe un site bien conservé. Par contre, le reste de la protéine est variable. La séquence de la protéine
correspondante a Mgldcl n’est trouvée que chez certaines espéces. Une mauvaise annotation de la
protéine chez eux peut expliquer cette absence.

Par ailleurs, chez M. graminicola et S. nodorum, la protéine existe avec le domaine WD40, bien conservé

Par contre, son annotation semble étre erronée car elle ne fait que 950 aa, a la place de 1600.

9.3. Arbre phylogénique
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Figure 30 : Arbre phylogénique des orthologues de Mgldc1 réalisé par PhyML.
AN : Aspergillus nidulans, BC : Botrytis cinerea, MGrisea : Magnaporthe grisea, TR : Trichoderma reesej, ¥G : Fusarium graminearum

et PA: Podospora anserin

L’arbre est réalisé par la méthode de boostrap, ainsi, plus la valeur est élevée plus la fiabilité de la

branche est importante.
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ANNEXE 2

Tableaux récapitulatif des génes et les champignons étudiés

Les analyses des génes sont réalisées a partir des génes identifiés par Blast, chez différents champignons
étudiés. Dans le tableau ci-dessous, on peut voir les numéros d’accessions des génes homologues aux genes

étudiés chez M. grisea.

M. grisea A. fumigatns |A. gossypii|  A.midulans B. cinerea C.albicans| C.imomitis . graminearnm M. gramivicola N.crassa | P.mserina |8, cerevisiae | S.modorm | T. reessi
MPS1 MPKA | AAS52913 EMENI_ANS666  BCIG_07144 CA5865  CIMG_01981 FGSG_10313 ESTEXT_GWP_GW1.C_13063 NCU11376 XP_001912152  SLT2  SNUO0S764.1 C_360018
SWI4 | AFU3G13920 AFR600C EMENI_AN3154  BC1G_13808 CA2953 | CIMG_00075 FGSG_10384 GW.1.278.1 NCU07246  Pia_2 14120 YDLOS6W SNUL03921 5664
SWI6  AFU7G05620 AFR690C EMENI_AN6715 BOFUT4_P132610.1 CA1605 CIMG_05472| FGSG_04220  ESTEXT_FGENESH2 PG.C_120224 NCU07587 | PA_3 250  YLR18IW SNUQSS07.1 53484
RLM1 Af293 EMENI_AN2984 BOFUT4_F040740.1 CIMG_07638 FGSG_09339 ESTEXT_FGENESHZ_PM.C_50239 NCUD2558 PA_1_6600 YPLOS3C 68097
CRZ1  AFU1G06900 ADL198W EMENI_ANS726 BOFUT4_P0492201 CAS5657 CIMG_04025 FGSG_01341 NCU07952 PA_3 1720 YNLO27W SNLJ0S50021 36391
AGS1  AFU2G11270 EMENI_AN3307 BOFUT4_P114550.1 CIMG_08204 E_GW.1.19451 NCU08132 PA_5_2730
CAS5  AFU2G10840 AER318C EMENI_AN10763 BOFUT4_P060710.1 CA3340 CIMG_07914 FGSG_12781 FGENESHZ_PG.C_SCAFFOLD_17000164 NCUQ4459 PA_6_6550 YDR448W SNU136101 123619
IDCL EMENI_AN2701 BOFUT4_P062870.1 CIMG_09777 FGSG_10835 NCU11226  PA_3_8520 SNU0e7091 67350

KNR4  AFUSGO5770 ADL139W EMENI_ANB846 BOFUT4_P0333201 CA1740 CIMG_0B246 FGSG_069%8 ESTEXT_GENEWISEC_61150 NCU04183 PA_2_10930 YGR223C SNU092381 27719

Figure 31 : Tableau récapitulatif des génes identifiés chez différents champignons étudiés
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ANNEXE 3

Schéma des constructions des mutants

1. Schéma des constructions du mutant de délétion Guy?14ku804mps1 et

P1.24ku804mps1
1.1. Schéma de la construction du mutant de délétion Guy?14ku804Amps1 et
P1.24ku80Amps1
ORF Mpsl1
MPS1
1713bp
Primermpsl-z_‘ §Pr[mermpsl-3

Primer mpsl1-8,

Primer mps1 -15:-.... "':I l 5 l H e

Hygro prpc | ¢

Primer mps1-13

2535

Guy114ku804mpsl

Primer mpsl1 - 2

CACGGCCTGAGTGGCCGATTGCTGTGGTTGCCTCGTTTATT

Primer mps1 - 3

GTGGGCCATCTAGGCCTTTGGAGAGGGCATGAGATACTGCT

Primer mps1 - 8

ACCTATCCAGGTCCCATTTCTATCCC

Primer mps1 - 13

TCGGTTCTGTTTGCGGAGTCC

Primer mps1 - 15

AGTTAGTGCTAGTTCTCTCTCTTATGGTGTGG
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1.2. Schéma de la construction des mutants de complémentation
Guy114ku80Amps1 et P1.24ku80Amps1

Mps1/2 ORF Mps1
z ; 1522

S

667 Magnaporthe contig 175

3561bp

_ TCACCAAGGAACTCGGTCAGGG

_ ACCAGCGTTCTCCTCAGGGTCC







2. Schéma des constructions du mutant P1.24ku804swi4
2.1. Schéma de la construction du mutant de délétion P1.24ku80Aswi4

Shi | Sfi |
Swi4 primer 3.3 . )
Swid primerg Hygro PrpC  { SWIPIMEN 2 o iy primers
Swi4 primer 13 . ™, i . Swidprimerl
" TR =
| I =
2057
P1.24ku804mpsl

GTGGGCCATCTAGGCCCCGCACGCCTCCGCTACA

CACGGCCTGAGTGGCCCGATGATGTCTGGTTTCGCACG

GCCCTCCTGACTGACTTGCGA

GGTTGGCGTTTGGGATGCG

CGACTTAGGCTCGTGTTCGTAGACG

GATGAGGATGGCTGAAACGAGGA
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2.2. Schéma de la construction du mutant de complémentation du

P1.24ku80Aswi4
Swi4/l
—_
425

ORF Swi4 1400

swi4/2

Magnaporthe contig 182

v

4600 bp

ATCGTATTAAGTAGCAGGAAAGGGAGAAA

CGGGCAGTGTCCACCTCGTT

41







3. Schéma de construction du mutant Guy114ku804swié
3.1. Schéma de la construction du mutant de délétion Guy114ku804swi6

Hygro2 Hygrol
Swi6 —3dbnew y ;SV\./,iG'ZdbneW Swi6 primers
Swi6 primer9 v ym? PtrpC : i ; Swi6 primer15

Swi6 primer13 ... N iTE H v P

‘ b < o

4779 bp
Guy114ku804swi6
TCCGAACAGCAACCAAGAGGTCA

AGGTTCTCCTTCCCACGGTTACAAA

CGATAAAGGGCAAGCTGGTCGA

CGAAGCAGCGTACCACACCAGTC

ATTCGAGGGCCTGAGTGGCCCCTGAGTGGCCCGATGGGTT

TAGAGTAGATGCCGACCGGGAACCCATCTAGGCCACACCACATTGAC
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3.2. Schéma de la construction du mutant de complémentation du

Guy114ku804swi6
Swi6/1 ORF Swi6 /swi6/2
f%:# L
>
820 Magnaporthe contig 176

4723 bp

CGAAGCAGCGTACCACACCAGTC

_ AGGTTCTCCTTCCCACGGTTACAAA







4. Schéma de construction du mutant de délétion Guy?14ku80Arim1

Hygro2 Hygrol

Mig1 -3 o i Mig1 - 2 Migl -8

Mig1- 9 ) Hyaro PpC i ¢ § Migl-15

Migl-13 e | "‘ i g Y ‘ i
‘ — <= -

2652 bp

Guy114ku804rim1

TAGAGTAGATGCCGACCGGGAACTGCCTGTCTAGGCTGGTGAGCTG

ATTCGAGGGCCTGAGTGGCCACCGTCTTTCCTCCGTCTTGTCTTT

CTCCTGCATGCTACTGGTCA

ATGCAGGGCATGGAGAAAGA

GTGGCGAGGGTGAATTAGTGTCG

CCCACTCGTATGCTCCCACGTC
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5. Schéma de construction du mutant de délétion Guy114ku80Acrz1

Hygro2 Hygrol

crzl-3 o ferzl-2 crzl-8

crzl-9 ) Hygr.? PrpC i ¢ i oaz1-15

crz1-13 e ""l | : : i ‘ i
= . —

3358 bp

Guy1l4ku804crzl

GTGGGCCATCTAGGCCCGAGATGCCTGAGTTGCCCAG

CACGGCCTGAGTGGCCGCGAAAGCTATGCGGTGGCA

TTGACCACCAACCAGCTCCAGAC

GTATCCAAGCAAATCACTGGCAACTG

CGCCGCCGTTGTGAATTACCTA

TCAACCAATACCCAAATCTTCCACTTC
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6. Schéma de construction du mutant de délétion Guy?14ku80A4agsi

Hygro2 Hygrol

agsl-3 . : gag§1-2

agsl-9 ) Yol qu? PtrpC | ¢ i agsl-15

3949 bp

Guy1l4ku804agsl

TCTTTACCACATTATCACTCGTTC

GTGAAGGCGGAACCAAAGACCT

CGTTATCCCACACCCCGTTACTC

CCGAGATATTCGACTTCAACTACAGGAA

AGAAAATAGCAACGCCAACGTC

TGCCCGTCTTGCCACGTCTC
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7. Schéma de construction du mutant de délétion Guy114ku804ada2

Hygro2 Hygrol
cas5 - 3 L { cass - 2
Lo H P
cas5 -9 ) L yore PUPC §
cas5-13 .. | ”l W : : H i
| e
3315 bp
Guy114ku804cass

ATTCGAGGGCCTGAGTGGCCCGGTCGTGTCGCGGTACGA

TAGAGTAGATGCCGACCGGGAACAAGGCACCGCCTTCCATCG

CACGGCCTGAGTGGCCGCGAGCCACCCAGTCAAG

AGGGCGAGAACCTGTACTACACGAG

CGGACCTCAAGACGCCCTTTC

TGTCTTCTCGTATTTCGGGTTGCTG







8. Schéma de construction du mutant de délétion Guy114ku80Aidcl

Hygro2 Hygrol
idel -3 o fidcl-2 idcl -8
idcl - 9 Hyaro PrpC i ¢ i ide1-15
idc1-18 e N i B P i il
o . —

2955 bp

Guy1l4ku804idcl

ATTCGAGGGCCTGAGTGGCCGTACTACCACATCTAATTCTGTCGAGGGCACGCATCATAT

TAGAGTAGATGCCGACCGGGAACAGGCTTCCGTGCTTGCCGT

ACTGTCAAATGTCGCAGAACTGGG

ACCTGTATGTGCTGTGTGCCGC

CCCGCATGACTAGCCTTGTTCAG

GCCCAACCCGACAGCATAGGA

48






9. Schéma de construction du mutant de délétion Guy?14ku80Aknr4

Hygro2 Hygrol

knr4 -3 L gkn.f4-2 knr4 - A8

knr4 ORF2 Fvarg PUpC | ¢ i knra-15

knr4-13 e N i 2 T [
I I ‘................I'.....‘ I

3315 bp

Guy114ku804knr4

CAATTAACCACCAACTTGTACTGTCGGGTTCCCGGTCGGCATCTACTCTA

GCTCTAGATATCGATCGTCTTCGGCCACTCAGGCCCTCGAAT

GCAGGCTGTGTTTTAGCACTGCT

GTCAATTAACTGGCACACCTACCCAAG

GACGGCACTCATCCCAAACG

GCTTGTGGAGGTGACCTTATTGGTGT
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ANNEXE 4

Schéma des vecteurs utilisés

1. Schéma du plasmide pFV8 (-)

Sl (724

pFV8(-)
4436 bp

hyg

PtrpC
Sfil (2186)
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2. Construction du mutant conditionnel de Guy14KU80ApNiaMps1

linker primer rev
Beta-tubulin term

natl AmpR

pSB3 pnia-nourseo
7044 bp

Promot OliC

Xbal (4857)

tTrpc
linker primer for
pFV6 linker
Ncol (4098)

tTrpc
ORF mpsIWT
YLYE Promot OliC
Neol (4427,
¢ )\l FNET \ Hpal (1206)
Neol (7017) ™~ natl
rep(pMB1) pSB5

8733 bp
Beta-tubulin term

linker primer rev

AmpR

Hpal (2714) bla(Apr)
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3. Construction d'un alléle de MgMPS1 sensible a des inhibiteurs spécifiques

BamHI (2)

rep(pMB1)

AWNI (813) term mps1 BamHI (7)

Plac
ori ColE1
ORF mps1 mutée ORF mps1 mutée
PUC57+0ORF MPS| APr
5906 bp
bla(Apr)
pSB2
8986 bp
"/ f1 (-) origine
prom mps1 ~~— AlphaEnd

EcoRI (5764)

EcoRI (2673)

EcoRlI (2679)

cassette SULF resistance

ori ColE1

pCB1637
5775 bp

cassette SULF resistance

APr

fl (-) origine
AlphaEnd
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