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Résumé 

 Le champignon filamenteux Podospora anserina possède deux types sexuels, mat+ et 

mat-, caractérisés chacun par une séquence spécifique. La séquence mat+ contient un seul 

gène FPR1; la séquence mat- contient trois gènes : FMR1, SMR1 et SMR2. La fonction 

moléculaire de SMR1 est inconnue, les autres gènes codent des facteurs de transcription qui 

contrôlent la fécondation (reconnaissance intercellulaire), et le passage d’un syncytium à un 

hyphe spécialisé binucléé contenant un noyau mat+ et un noyau mat- (reconnaissance 

internucléaire). Il n’y a pas eu d’analyse exhaustive des gènes impliqués dans la 

reconnaissance intercellulaire et le mécanisme de la reconnaissance internucléaire est encore 

inconnu. Afin de déterminer les cibles de FPR1 et FMR1, et les différents mécanismes 

impliqués, nous avons utilisé une approche microarray. Le profil transcriptomique des 

souches mat+ et mat- compétentes pour la fécondation a permis d’identifier 157 gènes cibles, 

et l’analyse transcriptomique des souches mutantes fpr1
-
 et fmr1

-
 a révélé que ces cibles 

peuvent être soit réprimées, soit activées par FMR1 ou FPR1, ou être sous le contrôle de ces 

deux facteurs. Ces expériences ont aussi détecté l’existence de 10 gènes activés ou réprimés 

au même niveau dans mat+ et mat-. La délétion de 32 gènes choisis parmi ces 167 gènes 

cibles n’a permis de mettre en évidence que deux gènes impliqués dans la fécondation. Les 

comparaisons des gènes cibles des facteurs de transcription MAT de Gibberella moniliformis 

et Sordaria macrospora avec ceux de P. anserina révèlent un nombre significatif de gènes 

cibles communs entre ces espèces, mais ces gènes ont des profils transcriptomiques différents, 

soulevant la question du rôle de ces gènes cibles. La recherche des gènes cibles de FPR1, 

FMR1 et SMR2 impliqués dans la reconnaissance internuléaire a été effectuée en comparant 

le transcriptome des périthèces issus de deux croisements, l’un n’exprimant que les gènes 

spécifiques mat+, l’autre que les gènes spécifiques mat-. Les résultats ont été interprétés selon 

le modèle d’identité nucléaire et le modèle de ségrégation aléatoire. Le premier modèle a 

conduit à l’identification de 27 gènes cibles, tandis que 154 gènes cibles ont été identifiés en 

appliquant le deuxième modèle. Au total 46 souches mutantes ont été construites. Cependant 

aucune délétion n’a affecté le développement sexué. En parallèle de ces expériences 

transcriptomiques, nous avons invalidé tous les gènes à HMG-box de P. anserina. Les 

résultats montrent que ces derniers ont un rôle très important dans le développement sexué, 

particulièrement Pa_1_13940 qui code un régulateur des gènes des types sexuels, le premier 

identifié chez les Pezizomycotina.  

Mots clés : Champignon filamenteux, Podospora anserina, types sexuels, fécondation, 

reconnaissance internucléaire, transcriptomique, gène à HMG-box.  
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Abstract 

 The filamentous fungus Podospora anserina has two mating-type idiomorphs, mat+ 

and mat-. The mat+ sequence contains one gene FPR1, while mat- contains three genes: 

FMR1, SMR1 and SMR2. The molecular function of SMR1 is unknown, FPR1, FMR1 and 

SMR2 encode transcriptional regulators which control the fertilization (intercellular 

recognition) and the transition from a syncytium to a specialized dikaryotic hypha which 

contains one mat+ and one mat- nucleus (internuclear recognition). No exhaustive analysis is 

available for the genes involved in the intercellular recognition, while the mechanism of the 

internuclear recognition is unknown. In order to understand the mechanism of these events 

and to identify the target genes of mating-type transcription factors, we used a microarray 

approach. The transcriptomic profiles of the mat+ and mat- strains that are competent for 

fertilization revealed 157 differentially transcribed genes, and transcriptomic analysis of fmr1
- 

and fpr1
- mutant strains was used to determine the regulatory actions exerted by FMR1 and 

FPR1 on these differentially transcribed genes. All possible combinations of transcription 

repression and/or activation by FMR1 and/or FPR1 were observed. Furthermore, 10 

additional mating-type target genes were identified that were up- or down-regulated to the 

same level in mat+ and mat- strains. Of the 167 genes identified, 32 genes were selected for 

deletion, which resulted in the identification of two genes essential for the sexual cycle. A 

comparison with similar data set from the two ascomycetes, Gibberella moniliformis and 

Sordaria macrospora, reveals significant numbers of orthologous pairs, although 

transcriptional profiles were not conserved between species, questioning the function of these 

target genes. Internuclear recognition was investigated by the transcriptomic analysis of 

perithecia from two crosses expressing mat+ and mat- genes, respectively. The tow 

internuclear recognition models: nuclear identity and random segregation, were used to 

interpret our results. According to the former model, 27 target genes have been identified, 

while 154 target genes were identified with the latter model. A total of 46 mutant strains were 

constructed. However, these strains showed no defects in sexual development. Besides this 

microarray experiences, we have invalidated all HMG-box genes of P. anserina. The results 

show that the HMG-box genes have a very important role in sexual development, especially 

Pa_1_13940, which encodes the first identified regulator of Pezizomycotinan mating-type 

genes. 

Key words: Filamentous fungus, Podospora anserina, mating type, fertilization, internuclear 

recognition, microarray, HMG-box gene. 



�

	�



�

A�

Abreviations 

Acides nucléiques et nucléotides 

ADN  Acide désoxy-ribonucléique 

ARN  Acide ribonucléique 

ADNc  ADN complémentaire 

ARNm  ARN messager 

ADNg  ADN génomique 

dNTP  Désoxyribonucléotide triphosphate 

CTP  Cytidine triphosphate 

A  Adénosine 

T  Thymidine 

C  Cytidine 

G  Guanosine 

Unités  

k = kilo- (103) ; m = milli- (10-3) ; � = micro- (10-6) ; n = nano- (10-9) 

%  pourcent 

°C  degré Celsius 

h  heure 

min  minute 

sec  seconde 

l  litre 

g  gramme 

M  molaire 

pb  paire de base 

rpm  rotation par minute 

Réactifs chimiques 

EDTA  Ethylène Diamine TétraAcétate 

SDS  Sodium Dodecyl Sulfate 

CTAB  Bromure d'hexadécyltriméthylammonium 

NaOH  Hydroxyde de sodium 

NaCl  Chlorure de sodium 

PEG  Polyéthylène glycol 

Tris  Tris (hydroxyméthyl)-aminométhane 

DAPI  4',6'-diamidino-2-phénylindole 

DEPC  Diéthylpyrocarbonate 
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Hcl  Chlorure d'hydrogène 

Acides aminés 

A Ala alanine 

C Cys cystéine 

D Asp acide aspartique 

E Glu acide glutamique 

F Phe phénylalanine 

G Gly glycine 

H His histidine 

I Ile isoleucine 

K Lys lysine 

L Leu leucine 

M Met méthionine 

N Asn asparagine 

P Pro proline 

Q Gln glutamine 

R Arg arginine 

S Ser sérine 

T Thr thréonine 

V Val valine 

W Trp tryptophane 

Y Tyr tyrosine 

Divers 

DOX  Densité optique à x nm 

Cq  Quantification cycle 

pH  Potentiel Hydrogène 

PCR  Polymérase Chain Réaction 

qPCR  PCR quantitative 

RT  Reverse Transcription 

UV  Ultra Violet 

YPG  Yeast / Peptone / Glucose 

LB  Bouillon Lysogène 

ORF  Open Reading Frame 

CDS  Coding DNA Sequence 
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Introduction générale 

 La régulation de la reproduction sexuée est l’un des processus fondamentaux dans le 

cycle de vie des eucaryotes. Chez les champignons ascomycètes hétérothalliques, la 

reproduction sexuée n’est possible qu’entre deux individus de types sexuels opposés. Ces 

types sexuels sont déterminés par un locus existant sous deux formes alternatives MAT1-1 et 

MAT1-2. Les gènes présents au niveau du locus MAT codent des facteurs de transcription 

régulateurs des gènes impliqués dans le développement sexué. Le système de régulation par 

les gènes des types sexuels est largement étudié chez les deux levures Saccharomyces 

cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe. Chez ces deux espèces, les gènes cibles des 

facteurs de transcription codés par les gènes mat ont été identifiés, dont la plupart ont une 

fonction connue dans la reproduction sexuée. Chez les ascomycètes filamenteux, la 

reproduction sexuée est beaucoup plus complexe que celle des ascomycètes unicellulaires. En 

effet, contrairement aux levures, les Pezizomycotina développent des organes femelles 

complexes et certains champignons hétérothalliques produisent également des cellules mâles 

qui fécondent les organes femelles de type sexuel opposé. En plus, cette étape de fécondation 

n’est pas immédiatement suivie par la caryogamie: entre ces deux évènements s’intercalent 

toute une série d’étapes qui vont permettre d’obtenir plusieurs centaines de méioses 

indépendantes à partir d’un évènement de fécondation. La reproduction sexuée chez les 

ascomycètes filamenteux est bien décrite sur le plan cytologique. Par contre, les mécanismes 

moléculaires mis en jeu au cours des différentes étapes restent mal ou même complètement 

inconnus, en particulier pour les plus originaux d’entre eux. En effet, jusqu'à une date récente, 

les seuls gènes identifiés comme cibles de ces facteurs de transcription MAT ont été les 

précurseurs des phéromones et leurs récepteurs. Les approches génétiques, destinées à 

rechercher d’autres gènes cibles ont toutes échoué, probablement en raison de la complexité 

du système de régulation. Pour cela, une étude globale des gènes régulés par les facteurs de 

transcription MAT a été réalisée chez le champignon filamenteux P. anserina avec une 

approche microarray. P. anserina est un champignon hétérothallique, appartenant au groupe 

des Pezizomycotina. Il possède deux types sexuels, mat+ et mat-, contrôlés chacun par une 

séquence spécifique. La séquence mat- contient trois gènes, FMR1, SMR1 et SMR2. La 

séquence mat+ contient un seul gène : FPR1. La fonction moléculaire de SMR1 est inconnue 

et les autres gènes codent des facteurs de transcription à domaine HMG. Ces protéines 

contrôlent au moins trois étapes au cours du cycle sexué de P. anserina: la reconnaissance 

intercellulaire entre mat+ et mat- pendant la fécondation, la reconnaissance internucléaire 

entre les noyaux mat+ et mat- pendant la transition des cellules plurinucléées aux cellules 

dicaryotiques, et la formation des hyphes ascogènes. Le domaine HMG des facteurs de 
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transcription MAT appartient au groupe MATA_HMG dans le cas de FPR1 et SMR2, et au 

groupe MAT�_HMG dans le cas de FMR1. Les protéines de ces groupes sont caractérisées 

par la présence d’un seul domaine HMG et une fixation spécifique à l’ADN. Le groupe 

MATA_HMG inclut aussi Ste11p, le facteur clé du développement sexué de S. pombe. Les 

protéines à domaine HMG semblent avoir un rôle majeur dans le développement sexué des 

champignons. 

Dans ma thèse j’ai étudié plus particulièrement la régulation de la reconnaissance 

intercellulaire et la reconnaissance internucléaire en identifiant les cibles des facteurs de 

transcription MAT. En plus j’ai invalidé toutes les protéines à domaine HMG afin de 

déterminer leur rôle dans le développement sexué de P. anserina 
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1 Importance des champignons  

 Les champignons représentent l’un des plus importants groupes d’organismes, à la fois 

sur le plan quantitatif et qualitatif (Mueller and Bills 2004). On estime à 1,5 millions le 

nombre d’espèces de champignons vivant sur Terre (Hawskworth 2001). Cependant, 

seulement 14 % de ces organismes ont été découverts, ce qui peut être expliqué par la 

difficulté de cultiver ces organismes en conditions de laboratoire mais aussi en raison d’un 

manque de connaissances et d’un sous-échantillonnage de ces organismes dans de nombreux 

biotopes de la planète (Hawksworth and Rossman 1997; Hawskworth 2001). Les 

champignons représentent un groupe d’organismes ayant un rôle majeur dans le 

fonctionnement des écosystèmes ainsi que dans des applications biotechnologiques (Lutzoni 

et al. 2004). Leur capacité d’exploration via l’extension des hyphes, couplée à leur capacité de 

sécrétion d’enzymes hydrolytiques, a permis une colonisation d’une grande variété de 

substrats. Les champignons saprophytes participent au cycle de l’azote et du carbone par la 

dégradation de la matière organique (Lutzoni et al. 2004). Ils ont la capacité de consommer la 

cellulose ainsi que la lignine et ils sont considérés comme les principaux recycleurs de la 

matière organique issue des plantes (Lutzoni et al. 2004). Dans leur activité de décomposition 

les champignons peuvent attaquer les produits commerciaux (tissus, cuir, peintures, papier) et 

changer la valeur nutritive des aliments (viande et légumes) (Susan-E Eichhorn et al. 2000). 

L’importance des champignons comme ravageurs est amplifiée par le fait qu’ils sont capables 

de se développer dans des conditions diverses (Susan-E Eichhorn et al. 2000). De nombreux 

champignons pathogènes et parasitaires s’attaquent aux organismes vivants, comme par 

exemple les plantes, les insectes et les animaux (Lutzoni et al. 2004). D’autres champignons 

fonctionnent comme des symbiotes avec les plantes (endophytes, endomycorhizes, 

ectomycorhizes) et les algues (lichens). Ces associations ont permis aux autres organismes 

d’exploiter de nouvelles ressources et de coloniser de nouveaux habitats (Lutzoni et al. 2004). 

Certains champignons sont capables d’affecter l’homme dont le système immunitaire est 

affaibli, par exemple Pneumocystis carinii, Aspergillus fumigatus et Cryptococcus 

neoformans qui s’attaquent aux malades du SIDA (Phair et al. 1990; Marr et al. 2002; Bose et 

al. 2003). 

 Les caractères qui font des champignons des ennemis aussi importants sont aussi à 

l’origine de leurs valeurs commerciales. On peut par exemple citer les processus fermentaires 

de certaines levures utilisées dans de nombreux domaines en agro-alimentaire, telle que la « 

levure de boulanger » Saccharomyces cerevisiae, utilisée pour la panification mais également 

en brasserie (Susan-E Eichhorn et al. 2000). Cette levure est aussi un modèle d’études 



�

��

important en génétique et biologie moléculaire et cellulaire. D’autres champignons donnent 

les saveurs et les aromes qui caractérisent différents types de fromages (Susan-E Eichhorn et 

al. 2000). Les champignons sont aussi utilisés dans l’élimination des déchets toxiques, par 

exemple Phanerochaete chrysosporium (John A. et al. 1987). La découverte en 1928 de la 

pénicilline produite par une souche fongique Penicillium notatum, a ouvert la voie à la 

biosynthèse d’antibiotiques utilisés depuis 1940. On recensait en 2006 plus de 8600 

métabolites bioactifs produits par des souches fongiques, dont 4900 auraient une activité 

antibiotique (Berdy 2005). Certaines substances dérivées des champignons sont utilisées pour 

supprimer les réactions immunitaires lors de la transplantation d’organes, comme la 

cyclosporine secrétée par Tolypocladium inflatum (Abdel-Fattah et al. 2007; El Enshasy et al. 

2008). Des dizaines d’espèces différentes de champignons sont régulièrement consommées 

par l’homme et certaines sont cultivées à grandes échelles. Cependant, en considérant le grand 

nombre d’espèces fongiques non cultivées, de nombreuses souches productrices de molécules 

bioactives restent vraisemblablement à découvrir. 

Les champignons supérieurs, basidiomycètes et les ascomycètes, regroupent 98% des 

espèces connues. Les Ascomycota sont le sujet d'études intensives. On compte 45000 espèces 

décrites à ce jour (Hawskworth 2001; Taylor et al. 2004), ils comprennent un certain nombre 

de champignons familiers et économiquement importants (levures, morilles et truffes). Les 

ascomycètes sont également responsables de plusieurs maladies graves des plantes comme 

l’oîdium qui s’attaque aux feuilles (Susan-E Eichhorn et al. 2000). D’autres ascomycètes sont 

utilisés comme modèles d’étude au laboratoire notamment Neurospora crassa, Aspergillus 

nidulans et P. anserina. Ces espèces ont leur génome séquencé et annoté (Galagan et al. 2003; 

Galagan et al. 2005; Espagne et al. 2008). Actuellement, 200 à 300 génomes de champignons 

sont séquencés et le projet F1000 (1000 Fungal Genomes Project) vise le séquençage de 1000 

génomes de champignons, avec 2 espèces séquencées par famille. Ce projet est destiné à 

promouvoir les études scientifiques et économiques sur les champignons voir le site: 

http://1000.fungalgenomes.org/home/.  

Les champignons ont des modes de reproduction variant suivant les espèces, d’une 

reproduction exclusivement asexuée à une reproduction combinant le mode asexué et le mode 

sexué. Il faut noter que la plupart des champignons utilisés pour la synthèse et la semi-

synthèse apparaissent asexués. Au cours des dernières années, la reproduction sexuée des 

champignons a fait l'objet d'études approfondies afin de développer de nouvelles techniques 

d’amélioration des champignons utilisés dans l’industrie, en utilisant la reproduction sexuée. 

Sur le plan médical, ces études visent à élaborer des stratégies de contrôle de la croissance 

chez les champignons pathogènes et de prédire et maitriser la transmission des gènes de 
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résistance aux principes actifs utilisés contres les champignons pathogènes des plantes et des 

animaux. 

2 Les gènes des types sexuels  

2.1 Introduction  

 L’étude sur la sexualité des champignons a commencé il y a plus d’un siècle 

(Blakeslee 1904). La vaste majorité des champignons sont capables de se reproduire par voie 

sexuée et asexuée. Parmi les champignons se reproduisant par voie sexuée, on distingue des 

espèces homothalliques et hétérothalliques. En 1904, Blakeslee (Blakeslee 1904) a montré 

que certaines espèces de Mucorineae (Mucoromycotina, anciennement zygomycètes) sont 

divisées en deux groupes, définis par les signes + et -, sexuellement compatibles et 

morphologiquement identiques. Il a ainsi introduit les notions d’hétérothallisme et de types 

sexuels. L’héterothallisme a été découvert ensuite chez plusieurs champignons, en particulier 

les champignons filamenteux ascomycètes (Edgerton 1914). En 1920, des études réalisées sur 

plusieurs espèces de Neurospora et Ascobolus, ont montré que les types sexuels sont 

déterminés par des allèles présents au locus mat (Dodge 1920; Shear and Dodge 1927; Shiu 

and Glass 2000). Les ascomycètes filamenteux possèdent un seul locus MAT avec deux allèles 

(Shiu and Glass 2000). L’analyse moléculaire de ces allèles a montré qu’ils correspondaient à 

des séquences différentes contenant plusieurs gènes. Ce système bipolaire est aussi observé 

chez les levures S. cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe. Les types sexuels de ces deux 

levures ont été largement étudiés. Ils codent des facteurs de transcription qui régulent 

l’expression des gènes spécifiques, en particulier les phéromones et les récepteurs nécessaires 

à la conjugaison. Ces facteurs de transcription contrôlent aussi, mais d’une façon indirecte, la 

caryogamie et la méiose. Malgré la similarité présente entre S. cerevisiae et S. pombe, le 

nombre et la nature des facteurs de transcription et les voies de régulations de la reproduction 

sexuée sont différents entre ces deux organismes (Coppin et al. 1997). 

 Chez les ascomycètes filamenteux la reproduction sexuée est beaucoup plus complexe 

que celle des levures. Chez les levures, la fusion des deux partenaires est immédiatement 

suivie par la caryogamie. En revanche, chez les ascomycètes filamenteux la fécondation entre 

un organe reproducteur femelle et un gamète mâle de type sexuel opposé n’est pas 

immédiatement suivie par la caryogamie entre ces deux évènements s’intercalent toute une 

série d’étapes qui vont permettre d’obtenir plusieurs centaines de méioses indépendantes à 

partir d’un évènement de fécondation. Plusieurs études ont montré que l’étape de la 

fécondation et les étapes du développement de la fructification sont sous le contrôle des gènes 

des types sexuels (Debuchy et al. 1993). Pour identifier précisément ces étapes et déterminer 
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leur contrôle et les mécanismes moléculaires mis en jeu, nous avons utilisé comme système 

modèle P. anserina. Ce champignons est le plus étudié parmi les champignons filamenteux au 

nivaux de la structure et la fonction des protéines codées par le locus MAT.  

2.2 La reproduction sexuée chez le champignon filamenteux 

Podospora anserina  

2.2.1 Podospora anserina 

 Le champignon filamenteux P. anserina est un ascomycète coprophile qui vit sur les 

excréments d’herbivores. Il appartient au sous-embranchement des Pezizomycotina, à la 

classe des Sordariomycetes (Figure1).  

 L’appareil végétatif de P. anserina est constitué d'hyphes formant un réseau appelé le 

mycélium (Figure 2 A et B). Ces hyphes sont des alignements d’articles plurinucléés séparés 

par des parois perforées ou septum typiques des ascomycètes. Les pores permettent l'échange 

du cytoplasme et des noyaux entre les articles. Deux hyphes différents peuvent aussi entrer en 

contact et fusionner pour échanger leur cytoplasme et éventuellement des noyaux, c’est ce 

qu’on appelle le processus d’anastomose. Il est possible de diviser le mycélium en petits 

fragments chacun, capable de régénérer un nouveau thalle lorsqu'il est placé sur un milieu 

nutritif. Le mycélium adopte des morphologies et colorations variées en fonction du milieu de 

culture sur lequel il pousse. Le mycélium en phase stationnaire se pigmente en vert, produit 

des hyphes aériens et développe des structures qui permettent la reproduction sexuée. 

 P. anserina est un organisme héterothallique hermaphrodite. Il possède deux types 

sexuels mat+ et mat-. Chaque thalle différencie des gamètes mâles (les spermaties) et des 

organes femelles (les ascogones) (Figure 2 C et D). Les spermaties ne germent pas, et 

contrairement à d'autres modèles fongiques comme A. nidulans et N. crassa, P. anserina ne 

produit pas de spores végétatives participant à la reproduction asexuée. P. anserina a un cycle 

haplobiontique (la caryogamie est immédiatement suivie par la méiose) d’environ une 

semaine (Figure 3). Chez cet organisme haploïde, les mutations sont donc mises en évidence 

facilement et rapidement. Les asques contiennent 4 ascospores, chacune contenant 

initialement deux noyaux haploïdes.  

 Le génome de la souche mat+ entièrement séquencé par le Genoscope est d'une taille 

de 36 Mb repartis sur 7 chromosomes (Espagne et al. 2008). A ce jour 10546 CDS (Coding 

DNA Sequence) ont été annotés. Ces données sont disponibles sur le site: 

http://podospora.igmors.u-psud.fr. 

 Le modèle d’étude, N. crassa est le plus proche de P. anserina et leurs lignées auraient 

divergées depuis 75 millions d’années (Paoletti and Saupe 2008). Malgré leur relative 
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proximité, les études génétiques et moléculaires sur P. anserina montrent que les deux 

espèces présentent des différences importantes. P. anserina donne accès à d’autres 

phénomènes biologiques que N. crassa. En particulier, le phénomène de la sénescence et 

l’instabilité du génome mitochondrial (Espagne et al. 2008). 

 
Figure 1: La phylogénie des ascomycètes. L’arbre est construit à partir de 4,805 familles de gènes appartiennant 
à 42 espèces de champignons. Rizopus oryzae est utilisée comme groupe externe (Heitman et al. 2007). 
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Figure 2: Structures végétatives organes reproducteurs de P. anserina. 
(A) P. anserina cultivé en milieu M2 (d’après http://podospora.igmors.u-psud.fr/more.php);(B) Le réseau de 
mycélium; (C) Différentiation des gamètes mâles (spermaties); (D) Organe femelle (ascogone); (E) Fécondation 
d’un ascogone par les spermaties : (1) les spermaties, (2) le trichogyne; (F) Différentes étapes de différenciation 
des périthèces :(1) ascogone non fécondé, (2) périthèce fécondé, (3) périthèce mûr ; (G) Différentes étapes de 
formation des asques: (1) crochet avec quatre noyaux, (2) la cellule supérieure binucléée s’allonge pour former 
l’asque, (3) formation d’un nouveau crochet, (4) précaryogamie dans l’asque ;(H) Asques avec quatre spores. B, 
F, H d’après (Pinan-Lucarre et al. 2007) ; C, D, E, G d’après (Zickler et al. 1995). 
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2.2.2 Cycle de vie de Podospora anserina 

 Le cycle de reproduction de P. anserina (Figure 3) commence par la différenciation 

des gamètes mâles (spermaties) (Figure 2 C) et des organes femelles (ascogones) (Figure 2 D) 

qui se forment indépendamment des types sexuels. La reconnaissance intercellulaire entre ces 

deux structures reproductives de types sexuels opposés fait intervenir le système 

phéromone/récepteur qui guide la croissance d’un hyphe spécialisé de l’ascogone (trichogyne) 

vers les cellules mâles (Coppin et al. 2005) (Figure 2 E). La fusion des membranes des deux 

structures est suivie par la migration du noyau de la spermatie dans l’organe femelle. Chez P. 

anserina l’événement de la fécondation n’est pas immédiatement suivi par la fusion des deux 

noyaux reproducteurs. La fécondation est suivie par un processus complexe dans une 

structure particulière : le périthèce (Figure 2 F). Les noyaux d’origine mâle et femelle se 

divisent et donnent naissance à des cellules plurinucléées (syncytium) d’où vont émerger des 

cellules dicaryotiques (un noyau de chacun des parents). La transition de l’état syncytial 

plurinucléé à un état dicaryotique nécessite une étape de reconnaissance internucléaire entre 

deux noyaux de types sexuels opposés. Ces cellules dicaryotiques vont se diviser pour former 

les hyphes ascogènes dont les extrémités donnent naissance à des cellules particulières, en 

forme de crochet dans lesquelles les deux noyaux haploïdes subissent une mitose suivie par la 

formation de trois cellules différentes: la cellule basale et la cellule latérale, toutes deux 

uninucléées, et une cellule apicale binucléée. Le noyau de la cellule latérale migre à travers un 

pore dans la cellule basale, cette cellule binucléée forme un nouveau crochet (Zickler et al. 

1995) (Figure 2 G). La cellule apicale s’allonge pour former l’asque binucléé dans lequel aura 

lieu la caryogamie qui est immédiatement suivie de la méiose, puis de la mitose post-

méiotique et de la formation de 4 ascospores (Figure 2 H) binucléées ou 5 ascospores (3 

binucléées et 2 uninucléées, Figure 3) avec une fréquence de 1 à 2 %. 
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Figure 3: Le cycle sexué de P. anserina. 
(D’après http://podospora.igmors.u-psud.fr/more.php) 

2.2.3 Caractérisation moléculaire et fonctionnelle du locus mat chez 

Podospora anserina 

2.2.3.1 Description du locus mat  

 La reproduction sexuée chez P. anserina dépend du type sexuel qui est déterminé par 

un locus mat avec deux idiomorphes: mat+ et mat- (ou MAT1-1 et MAT1-2 selon la 

nomenclature standard) (Turgeon and Debuchy 2007). Des analyses moléculaires ont montré 

que ces deux idiomorphes occupent le même endroit sur le chromosome 1. 

 L’idiomorphe mat+ est une séquence de 3,8 Kb (Figure 4) contenant un seul gène, 

FPR1 (Fertilization Plus Regulator 1) ou MAT1-2-1. Ce gène code un facteur de transcription 

à motif MATA_HMG (High Mobility Group).  

 L’idiomorphe mat- est une séquence de 4,7 Kb (Figure 4) contenant trois gènes: 

FMR1, SMR1 et SMR2. FMR1 (Fertilization Moins Regulator 1) ou MAT1-1-1 code une 

protéine ayant un domaine �1 classé récemment dans le groupe des MAT�_HMG (Martin et 

al. 2010). La protéine SMR2 (Sporulation Minus Regulator 2) comme la protéine FPR1 
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contient un domaine MATA_HMG (Debuchy and Coppin 1992). La protéine SMR1 

(Sporulation Minus Regulator 1) contient un domaine PPF avec deux résidus proline et un 

résidu phenylalanine conservés chez SMR1 et ses orthologues (Kanematsu et al. 2007). Le 

rôle de ce domaine est encore inconnu (Turgeon and Debuchy 2007). SMR1 est localisée au 

niveau du cytoplasme (Turgeon and Debuchy 2007).  

 

Figure 4: Structure génétique des idiomorphes mat- et mat+ de P. anserina. 

2.2.3.2 Rôles des gènes mat dans le cycle sexué  

 Le locus mat semble avoir un rôle majeur dans la régulation d’au moins trois étapes du 

cycle sexué: la reconnaissance intercellulaire entre deux partenaires pendant la fécondation, la 

reconnaissance internucléaire durant la transition d’un syncytium plurinucléé aux cellules 

dicaryotiques et la formation des hyphes ascogènes après la reconnaissance internucléaire 

(Arnaise et al. 2001). La délétion du locus mat chez P. anserina confirme que ce locus 

contient des gènes essentiels pour la régulation de la reproduction sexuée. La souche �mat est 

cependant capable de produire des spermaties et des ascogones, indiquant que les gènes des 

types sexuels ne controlent pas leur formation (Coppin et al. 1993; Turgeon and Debuchy 

2007) 

2.2.3.2.1 La fonction des gènes des types sexuels pendant la fécondation 

 La fécondation chez P. anserina nécessite la reconnaissance entre la cellule mâle 

(spermatie) et l’organe femelle pluricellulaire (ascogone) de type sexuel opposé (Figure 3). 

Les analyses génétiques et moléculaires ont montré que FPR1 chez mat+ et FMR1 et SMR2 

chez mat- contrôlent la fécondation. Les parties N-terminales de FMR1 et FPR1 sont 

nécessaires et suffisantes pour la fécondation (Debuchy and Coppin 1992). Ces régions sont 

précisément celles qui contiennent les domaines HMG. Les facteurs de transcription FMR1 et 

FPR1 se comportent respectivement comme des activateurs des gènes mat- ou des gènes 
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mat+ impliqués dans la fécondation (Debuchy and Coppin 1992). Cependant, l’analyse de 

certains mutants des gènes FMR1, SMR2 et FPR1 révèle que les modalités du contrôle sont 

plus complexes qu’une simple relation d’activation entre la protéine régulatrice et ses gènes 

cibles (Arnaise et al. 2001). Une souche mutante fmr1
- ayant conservé la partie HMG-box de 

ce gène est capable de se croiser avec une souche mat+ de référence, mais d’une façon très 

surprenante elle devient capable de s’autoféconder et de se croiser avec une souche mat- avec 

une faible efficacité. Cette souche fmr1
- exprime donc les deux fonctions mat- et mat+. 

L’expression des fonctions mat+ dans fmr1
- suggère que FMR1 agit non seulement comme 

un activateur des fonction mat- mais aussi comme un répresseur des fonctions mat+ 

nécessaires à la fécondation (Arnaise et al. 2001) (Figure 5). Une souche mutante smr2
- est 

capable de s’autoféconder et de se croiser avec une souche mat-. Comme FMR1, SMR2 

apparait être un répresseur des fonctions de fécondation mat+. Mais contrairement à FMR1 il 

n’est pas requis pour l’expression des fonctions de fécondation mat- (Arnaise et al. 2001) 

(Figure 5). Des résultats équivalents à ceux de FMR1 ont été obtenus avec FPR1. Une souche 

mutante fpr1
- ayant conservé la partie HMG-box de ce gène devient capable de 

s’autoféconder et de se croiser avec une souche mat+. FPR1 agit non seulement comme 

activateur des fonctions mat+ mais aussi comme répresseur des fonctions mat- nécessaires à 

la fécondation (Figure 5). 

 
Figure 5 : Régulation de la fécondation par FPR1, FMR1 et SMR2. L’activation est représentée par une flèche, la 
répression est représentée par une barre (Turgeon and Debuchy 2007). 

 Un élément essentiel de cette reconnaissance intercellulaire est le système 

phéromones/récepteurs fonctionnant d’une manière très similaire au système de S. cerevisiae. 

Chez P. anserina les gènes qui codent les précurseurs des phéromones étaient les seules cibles des 

facteurs de transcription MAT identifiées par les études génétiques ce qu’a confirmé l’analyse 

transcriptomique présentée dans ce manuscrit (Coppin et al. 2005; Bidard et al. 2011). 
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 Le gène SMR1 n’est pas nécessaire pour la fécondation mais pour des étapes 

ultérieures (Debuchy et al. 1993). 

2.2.3.2.2 La fonction des gènes des types sexuels pendant la reconnaissance 

internucléaire 

 Après la fécondation, la transition d’un syncytium plurinucléé aux cellules 

dicaryotiques nécessite une étape de reconnaissance internucléaire entre un noyau mat+ et un 

noyau mat- (Figure 3). Cette reconnaissance internucléaire est sous le contrôle des trois gènes 

mat : FMR1, SMR2 et FPR1 (Zickler et al. 1995), et suit un schéma similaire à celui de la 

reconnaissance intercellulaire. Le modèle proposé suppose que, dans la cellule plurinucléée, 

chaque noyau mat+ et mat- porte une identité propre basée sur la présence des protéines 

spécifiques contrôlées par les gènes mat (Figure 6). Dans un noyau mat-, FMR1 et SMR2 

activent des gènes nécessaires à la reconnaissance du noyau mat- par le noyau mat+ et 

réciproquement, dans un noyau mat+, FPR1 active les gènes nécessaires à la reconnaissance 

du noyau mat+ par le noyau mat-. Cette activation est accompagnée d’une répression des 

gènes du système de reconnaissance opposé (Arnaise et al. 2001). Un modèle dit d’identité 

nucléaire a été présenté à partir de ces données (Figure 6). Ce modèle propose que les hyphes 

ascogènes ne puissent se développer que lorsqu’elles reçoivent deux noyaux exprimant des 

identités nucléaires différentes. Dans certains cas, les hyphes ascogènes peuvent se 

développer si elles reçoivent un seul noyau exprimant les deux identités. C’est ce qu’on 

observe dans des croisements impliquant des mutants mat. 

 Le croisement des mutants fmr1
-, smr2

- ou fpr1
- chez lesquels le domaine nécessaire à 

la fécondation n’est pas altéré, avec une souche sauvage de référence, donne des crochets 

uninucléés et une descendance faible en grande partie uniparentale. La majorité des asques 

issus de ces croisements sont constitués uniquement de spores du phénotype de la souche 

mutante (Arnaise et al. 2001). 
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Figure 6: Régulation de la reconnaissance internucléaire par les gènes mat. L’activation est représentée par une 
flèche alors que la répression est représentée par une barre (Turgeon and Debuchy 2007) 

 Trois types d’asques contenant des spores d’origine uniparentale sont observés : i) des 

asques contenant quatre grosses ascospores, ou trois grosses ascospores et deux petites spores, 

ii) des asques avec quatre petites spores et iii) des asques avec des ascospores anormales en 

taille et en nombre (Zickler et al. 1995). La première catégorie peut s’expliquer par 

caryogamie entre deux noyaux haploïdes identiques (Figure 7a). Les asques de la deuxième 

catégorie résultent vraisemblablement d’une méiose haploïde où la première division de 

méiose est absente (Figure 7b). La ségrégation anormale des chromosomes pendant la méiose 

haploïde cause la formation des ascospores isolées et anormales de la troisième catégorie 

(Figure 7c). Ces résultats démontrent que le noyau mat mutant se comporte en noyau égoïste, 

ignorant son partenaire sauvage du type sexuel opposé. 

 Les mêmes résultats sont observés lors de l’autofécondation des souches mutantes 

fmr1
-, smr2

- ou fpr1
- de même que dans les croisements de ces souches avec des souches de 

même type sexuel. Ces résultats suggèrent que le noyau mutant exprime les deux identités 

mat+ et mat-. Cette autoreconnaissance est suffisante pour promouvoir un développement 

similaire à celui d’un couple de noyaux compatibles mat+ et mat-. 
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Figure 7: Comparaison entre le croisement sauvage et les croisements mutant x sauvage à partir du stade de 
fécondation jusqu’à la formation des spores. Dans le croisement sauvage x mutant (a), le développement des 
asques est similaire au sauvage sauf que toutes les quatre ascospores contiennent deux noyaux mutant. Dans le 
croisement sauvage x mutant (b), la première division de méiose est absente et le noyau haploide effectue 
directement une seconde division de méiose et une division post-méiotique. Dans le croisement sauvage x 
mutant (c), la ségrégation anormale des chromosomes pendant la méiose haploïde cause la formation des spores 
isolées et anormales. Les noyaux des deux types sexuels sont représentés par des couleurs différentes (Zickler et 
al. 1995). 

 Le modèle d’identité nucléaire implique que les facteurs de transcription MAT 

retournent spécifiquement dans le noyau qui contient leur gène, afin de lui conférer son 

identité. Des analyses de complémentation nucléaire suggèrent effectivement que les produits 

des gènes mat retournent dans le noyau qui les code. Ces expériences comparent le résultat 

d’un croisement entre un mutant mat et une souche testrice sauvage, lorsque le gène 

complémentant la mutation est présent dans le parent sauvage, et non dans le parent muté. Si 

un phénotype sauvage est restauré, c’est que le produit du gène diffuse dans le noyau muté ; si 
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le croisement est identique à celui du mutant avec la souche testrice sauvage, c’est que le 

produit du gène ne diffuse pas dans le noyau muté. Ainsi ; le croisement d’une souche 

mutante smr2
- par une souche sauvage mat+ contenant la copie sauvage de SMR2 donne une 

descendance identique à celle d’un croisement entre une souche smr2
-
 par le sauvage (Arnaise 

et al. 1997). Ces résultats suggèrent que le produit de SMR2 ne diffuse pas du noyau mat+ au 

noyau mat-. Dans le cas de FMR1 le test de complémentation nucléaire montre que le produit 

de ce gène peut diffuser vers les noyaux adjacents (Arnaise et al. 1997). Le système de double 

hybride chez la levure a révélé que les protéines SMR2 et FMR1 interagissent physiquement. 

Ces données suggèrent que SMR2 séquestre FMR1 pour empêcher sa diffusion vers les 

noyaux voisins et l’aider à retourner vers le noyau mat-. Dans le cas de FPR1, la diffusion de 

la protéine d’un noyau mat+ au noyau mat- n’a pas été testée (Arnaise et al. 1997). 

 L’expression noyau-restreinte de FPR1, FMR1 et SMR2 permet de comprendre 

comment chaque type de noyau acquiert une identité nucléaire. Mais le mécanisme de la 

reconnaissance internucléaire ainsi que les gènes cible impliqués dans cette étape restent 

inconnus. Les mutants fmr1
- et fpr1

- affectent de la même façon la fécondation et la 

reconnaissance internucléaire. Cette corrélation pouvait suggérer que les deux mécanismes 

impliquaient des systèmes identiques. L’analyse de mutants délétés des gènes de phéromones 

a permis de montrer que les systèmes phéromones/récepteurs nécessaires à la reconnaissance 

intercellulaire pendant la fécondation n’intervenaient pas dans la reconnaissance 

internucléaire (Coppin et al. 2005). 

 Metzenberg et Glass ont proposé chez N. crassa un autre modèle dit modèle de 

ségrégation aléatoire (Metzenberg and Glass 1990). Dans ce modèle, la cellule diploïde de N. 

crassa contient un nouveau régulateur produit par la coopération des idiomorphes a et A. Ce 

nouvel hétérodimère est responsable de l’expression des gènes requis pour la formation des 

hyphes ascogènes. L’interaction entre MAT a-1 (homologue de FPR1) et MAT A-1 

(homologue de FMR1) a été prouvée par double hybride mais aucune mutation de cette 

interaction n’a affecté le développement sexué chez N. crassa. En ce qui concerne les 

protéines MAT de P. anserina, le système double-hybride a révélé l’homodimérisation de 

FPR1 mais aucune interaction entre FPR1 et les autres facteurs de transcription mat-. Il faut 

cependant noter que ce système a échoué dans la détection de nombreuses interactions 

notamment entre a1 et �2 chez S. cerevisiae (Turgeon and Debuchy 2007). Selon ce modèle 

de ségrégation aléatoire, l’hétérodimère FMR1/SMR2 dans le noyau mat- et l’homodimère 

FPR1 dans le noyau mat+ répriment les gènes cibles impliqués dans la formation des hyphes 

ascogènes. Le couple des noyaux mat+/mat- produit un nouveau régulateur par la coopération 

des idiomorphes mat+ et mat-. Ce produit activerait l’expression des gènes impliqués dans la 
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formation des hyphes ascogènes. Dans ce modèle, la formation des asques uniparentaux mat- 

serait due à la perte de la répression des gènes impliqués dans la formation des hyphes 

ascogènes en l’absence de l’hétérodimère FMR1/SMR2. L’expression de ces gènes 

permetterai l’engagement des noyaux mutants dans l’hyphe ascogène ce qui engendre des 

spores uniparentales. Un raisonnement similaire peut être appliqué au noyau mat+ mutant 

(Turgeon and Debuchy 2007). 

2.2.3.2.3 La fonction de SMR1 

 Le gène SMR1 a été trouvé uniquement chez les Sordariomycètes. L’analyse de ce 

gène chez P. anserina fait apparaître une fonction biologique essentielle au cours du cycle 

sexué. Dans le croisement entre une souche mutante smr1
- et une souche sauvage, on 

n’observe aucune descendance ; le développement des périthèces est arrêté avant la formation 

des hyphes ascogènes (Arnaise et al. 1997). Un phénotype similaire a été observé chez 

Gibberella zeae (Marie Dufresne, communication personelle) et ce rôle essentiel a été 

confirmé chez Sordaria macrospora (Klix et al. 2010). Le gène SMR1 est présent dans 

l’idiomorphe mat-, mais une copie présente dans le noyau mat+ complémente parfaitement 

une perte de fonction de SMR1 dans le noyau mat-. Ce gène peut même être présent dans les 

deux parents sans affecter la descendance (Arnaise et al. 1997). Donc ce gène, bien que 

présent dans un seul des deux idiomorphes mat, n’est pas un gène participant à la 

détermination d’une identité sexuelle ou nucléaire.  

 Si la fonction moléculaire de SMR1 est encore inconnue, sa fonction biologique a été 

précisée. Il interviendrait après la reconnaissance internucléaire, pour lever un arrêt du 

développement. En effet, pour mimer l’étape de reconnaissance internucléaire, les trois gènes 

impliqués dans cette reconnaissance (FPR1, FMR1 et SMR2) ont été regroupés dans un même 

noyau. Leur expression simultanée entraine un phénotype létal. Ce phénotype létal peut être 

surmonté par l’expression de SMR1 (Coppin and Debuchy 2000), ce qui suggère que 

l’expression de FMR1, SMR2 et FPR1 pendant le développement de la fructification 

déclenche un arrêt du développement qui est surmonté par l’intervention de SMR1 (Coppin 

and Debuchy 2000; Turgeon and Debuchy 2007). Cet arrêt pourrait être nécessaire pour la 

synchronisation des noyaux mat+ et mat- avant l’entrée dans l’hyphe ascogène, où ils 

subissent des mitoses synchrones (Coppin and Debuchy 2000).  

2.2.4 Le système phéromones/récepteurs chez Podospora anserina  

  Chez les champignons, les phéromones sont des substances secrétées par les gamètes 

mâles pour attirer les organes femelles de type sexuel opposé. Elles se fixent sur des 
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récepteurs spécifiques existant à la surface du trichogyne ce qui déclenchent une cascade de 

transduction du signal (Coppin et al. 2005). 

  Chez P. anserina, le génome contient deux gènes codant les précurseurs de 

phéromones : mfm et mfp. Le gène mfp (mating facteur plus) code un polypeptide de 24 

acides aminés qui se termine par un motif CAAX similaire au facteur hydrophobe a de S. 

cerevisiae, alors que le gène mfm (mating facteur minus) code un polypeptide de 221 acides 

aminés qui contient 13 résidus répétés similaires aux facteurs hydrophile � de S. cerevisae 

(Coppin et al. 2005). Pour être actifs, ces précurseurs des phéromones doivent subir plusieurs 

étapes de maturation similaires aux étapes observées chez S. cerevisiae et S. pombe (Davey et 

al. 1998).  

  La délétion du gène mfm affecte exclusivement la fertilité mâle dans la souche mat- 

sans altérer la fertilité femelle. D’une façon similaire, la délétion du gène mfp affecte 

uniquement la fertilité mâle dans la souche mat+ (Coppin et al. 2005). Cette stérilité mâle 

peut être surmontée par l’introduction d’une copie transgénique du gène sauvage mfm ou mfp 

dans les souches mat- et mat+ respectivement (Coppin et al. 2005). Par contre, la fertilité 

mâle n’est pas affectée chez les mutants mat+ �mfm et mat- �mfp. La délétion des 

phéromones n’affecte pas la croissance, la morphologie du mycélium, la différentiation et la 

fonction des organes femelles (Coppin et al. 2005). En conclusion, la phéromone mfp est 

exprimée spécifiquement dans la souche mat+, tandis que la phéromone mfm est exprimée 

spécifiquement dans la souche mat- (Figure 8). L’expression des phéromones est contrôlée 

par les facteurs de transcription FPR1 (mat+) et FMR1 (mat-). Chez mat+, FPR1 active 

l’expression de mfp et réprime l’expression de mfm. Inversement chez mat-, FMR1 active 

l’expression de mfm et réprime l’expression de mfp (Coppin et al. 2005). 

  P. anserina possèdent deux récepteurs de phéromones PaPRE1 et PaPRE2 

orthologues de Ncpre-1 et Ncpre-2 respectivement de N. crassa. NcPRE-1 est le récepteur de 

la phéromone "NcMFa-1" secrétée par la souche mat a, alors que NcPRE-2 est le récepteur de 

la phéromone "NcCCG-4" sécrétée par la souche mat A (Poggeler and Kuck 2001). La 

transcription des gènes Ncpre-1 et Ncpre-2 n’est pas spécifique des souches A et a, mais la 

délétion de Ncpre1 dans la souche a (ou la délétion de Ncpre2 dans la souche A) n’ont pas 

donné d’altérations détectables du phénotype. La délétion de Ncpre1 cause la stérilité femelle 

de la souche mat A (Kim and Borkovich 2004, 2006).  

  Chez P. anserina on suppose que la régulation des récepteurs est similaire à celle des 

phéromones. Chez mat+, FPR1 activerait l’expression de PRE2. Chez mat-, FMR1 activerait 

l’expression de PRE1. PRE1 et PRE2 sont les récepteurs de mfp et mfm respectivement 

(Figure 8). 
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Figure 8 : Régulation de l’expression des phéromones et de leurs récepteurs par les facteurs de transcription 
MAT. Les gènes mfm et mfp codent les phéromones, Les gènes PRE1 et PRE2 codent les récepteurs. 

2.3 La reproduction sexuée chez les levures 

2.3.1 Introduction  

 Les levures sont des champignons qui appartiennent à la famille des ascomycètes. 

Elles ont la particularité d’être des organismes eucaryotes et unicellulaires, dont les génomes 

compacts et de petite taille en font des organismes modèles pour l’étude simplifiée des 

eucaryotes (Forsburg 2005). Il existe de nombreuses espèces de levures différentes, dont les 

plus connues sont la levure bourgeonnante S. cerevisiae (Saccharomycotina) et la levure 

fissipare S. pombe (Taphrinomycotina) (Figure 1). Chacune de ces deux espèces a une 

évolution bien distincte de l’autre. Elles ont divergé à partir d’un ancêtre commun depuis 

environ 1000 millions d’années (Forsburg 2005). Ce sont les deux premières levures pour 

lesquelles les séquences complètes des génomes ont été obtenues, respectivement en 1996 

(Goffeau et al. 1996) et 2002 (Wood et al. 2002). 

 La levure S. cerevisiae plus connue sous le nom de « levure du boulanger » est 

adoptée comme système modèle au laboratoire en 1930 (Hall and Linder 1993). Cette espèce 

est largement étudiée en biologie cellulaire et moléculaire. En fait, cet organisme représente 

un système expérimental qui procure de nombreux avantages, entre autre par la facilité à la 
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manipuler, la possibilité de faire une analyse génétique et ses hautes capacités de 

recombinaison homologue. La cellule de S. cerevisiae est sphéroïde et sa taille dépend de la 

souche, de son âge (elle se divise par bourgeonnement) et de son degré de ploïdie. Le génome 

nucléaire de la levure S. cerevisiae représente environ 12 méga bases pairs (Mbp) reparties sur 

16 chromosomes. Le génome contient 6607 gènes codant 4964 ORF vérifiées, 858 ORF non 

caractérisées et 785 ORF douteuses. Le génome est disponible sur le site : 

http://www.yeastgenome.org/. 

 La levure S. pombe diffère de la levure S. cerevisiae, non seulement par la forme des 

cellules (allongée au lieu de sphériques) mais aussi par de nombreuses autres caractéristiques 

biologiques. En particulier, elle est appelée levure fissipare car contrairement à S. cerevisiae, 

elle ne se multiplie pas par bourgeonnement mais par fission transversale. Comme S. 

cerevisiae et pour les mêmes raisons, la levure S. pombe est devenue un outil scientifique de 

premier plan. Réparti en seulement trois chromosomes, son génome nucléaire de 12,5 Mbp 

contient 5122 gènes codant. Le génome est disponible sur le site : 

http://old.genedb.org/genedb/pombe/. 

 Le cycle de vie de S. cerevisiae et S. pombe, et en particulier, leurs types sexuels ont 

fourni un terrain riche pour l’étude des mécanismes moléculaires de régulation des gènes et le 

fonctionnement des systèmes de signalisation impliqués dans le développement sexué. 

Comme d’autres eucaryotes, S. cerevisiae et S. pombe ont une véritable phase sexuelle 

(Figure 9), les cellules haploïdes de types sexuels, désignées MATA ou MAT� chez S. 

cerevisiae, et matP ou matM chez S. pombe, sécrètent des phéromones qui se lient 

spécifiquement au récepteurs compatibles sur la surface des cellules de types sexuels opposés. 

La détection réciproque des phéromones induit un phénomène complexe de transduction de 

signal qui aboutit à la fusion des deux cellules et à la formation d’un zygote. Cette cellule 

diploïde peut se propager par des divisions mitotiques, ou entrer en méiose en réponse à une 

carence nutritionnelle pour former quatre spores haploïdes. Ces spores germent et réintègrent 

le cycle mitotique quand les conditions sont favorables (Casselton 2002). 
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Figure 9: Cycle de vie de (A) Saccharomyces cerevisiae et de (B) Schizosaccharomyces pombe. 

(Perego et al. 2000) 

2.3.2 La reproduction chez Saccharomyces cerevisiae 

 S. cerevisiae existe en trois types de cellules spécialisées qui jouent un rôle distinct et 

important dans le cycle de vie (Herskowitz 1988). Les types sexuels de ces cellules sont 

déterminés par un seul locus appelé MAT. Les cellules haploïdes "a" et "�" sont déterminées 

par Mata et Mat� respectivement, tandis que la cellule diploïde a/� est déterminée par les 

deux types sexuels MATa/MAT� (Herskowitz 1988; Casselton 2002; Souza et al. 2003). 

 Les idiomorphes MATa et MAT� contiennent chacun deux gènes avec des transcrits 

divergents : a1, a2 et �1, �2 respectivement (Figure 10) ; ces gènes codent des facteurs de 

transcription qui déterminent l’identité cellulaire (Souza et al. 2003), sauf pour a2 dont la 

fonction est inconnue (Herskowitz et al. 1992). Les protéines a1 et �2 contiennent des motifs 

de fixation à l’ADN de type homéodomaine (Shepherd et al. 1984). La protéine �1 possède un 

domaine de fixation à l’ADN nommé domaine �1 caractérisé récemment comme un 

MAT�_HMG (Martin et al. 2010), cette protéine est un activateur transcriptionnel (Sprague et 

al. 1983).  
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Figure 10: Le locus mat et les protéines essentielles dans la conjugaison chez S. cerevisiae et S. pombe. 

(Casselton 2002) 
 Dans des cellules haploïde "a", le facteur de transcription Mcm1p à domaine MADS 

se fixe sur son site en amont des gènes spécifiques "a" et active leur expression (Ammerer 

1990; Casselton 2002) (Figure 11). Ces gènes codent les phéromones a (Mfa1p et Mfa2p), le 

transporteur de la phéromone a (Ste6p), le récepteur de la phéromone � (Ste2p), la protéase 

qui dégrade la phéromone � (Bar1p) et une agglutinine (Aga2p) (Galgoczy et al. 2004). Dans 

les cellules haploïdes "�", Mcm1p s’associe à la protéine �1 pour activer les gènes spécifiques 

"�", ces gènes codent les phéromones � (Mf� 1p et Mf� 2p), le récepteur de la phéromone a 

(Ste3p) et une agglutinine (Aga1p) (Galgoczy et al. 2004); Mcm1p s’associe aussi à �2 pour 

réprimer les gènes spécifiques a (Casselton 2002) (Figure 11).  

 
Figure 11: Régulation des types sexuels chez S. cerevisiae. 

(Galgoczy, 2004) 

 Les phéromones et les récepteurs de phéromones sont spécifiques de chaque type de 

cellules (Souza et al. 2003). Les cellules "a" produisent le facteur a qui est un peptide de 12 

acides aminés avec un motif CAAX dans sa région C-terminal (signal de carboxymethylation) 

(Chen et al. 1997). La phéromone mature est secrétée par Ste6p (ATP- binding cassette 

transporter) dans le milieu pour se fixer à son récepteur exprimé par les cellules "�". Ce 

récepteur est codé par le gène STE3 (Figure 10) (Casselton 2002). Les cellules "�" produisent 
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le facteur � composé de 13 acides aminés et dérivé de la maturation d’un précurseur à 

plusieurs copies en tandem de la phéromone �. Le facteur � secrété dans le milieu par la voie 

de sécrétion classique reconnait le récepteur Ste2p exprimé par les cellules "a" (Figure 10) 

(Casselton 2002). 

 Une fois reconnues par leurs récepteurs respectifs, les phéromones activent le 

processus de transduction du signal composé de la protéine G, une cascade de protéines 

kinase (Ste20p, Ste11p, Ste7p, Fus3p et Kss1p) et un facteur de transcription (Ste12p) (Pi et 

al. 1997; Casselton 2002). La protéine Ste12p se fixe spécifiquement au motif PRE 

(pheromone reponse element) TGAAACA (James R. Broach et al. 1991-1997) présent en 

amont de nombreux gènes induits lors de la réponse aux phéromones a et � (Errede and 

Ammerer 1989). Parmi ces gènes, on trouve FUS1 et FAR1 impliqués dans la fusion cellulaire 

et l’arrêt en G1 (Pi et al. 1997). Ste12p se fixe aussi avec Mcm1p aux promoteurs des gènes 

spécifiques a et des gènes spécifiques � afin d’augmenter l’expression de ces gènes et 

multiplier le signal phéromone (Pi et al. 1997). 

 Les cellules diploïdes n’expriment pas les gènes nécessaires à la conjugaison. Elles 

forment un hétérodimère composé des protéines a1 et �2. Cet hétérodimère a1/�2 réprime 

l’expression du gène �1 et les gènes spécifiques des cellules haploïdes (Casselton 2002) 

(Figure 11), dans les cellules diploïdes, 19 gènes contrôlés par a1/�2 ont été identifiés; ils sont 

impliqués dans différents processus biologiques (Galgoczy et al. 2004). Les gènes des types 

sexuels régulent aussi la méiose par une répression transcriptionnelle. Dans les cellules 

diploïdes, l’hétérodimère a1/�2 réprime la transcription de RME1 qui code le répresseur de la 

méiose, ce qui permet aux cellules diploïdes d’entrer en méiose (Casselton 2002). En fait, 

Rme1p réprime la transcription de IME1 impliqué dans l’activation des gènes nécessaires à la 

méiose et à la sporulation (James R. Broach et al. 1991-1997). 

2.3.3 La reproduction chez Schizosaccharomyces pombe 

 Comme S. cerevisiae, les cellules haploïdes de S. pombe existent sous forme de deux 

types sexuels, soit M (moins) soit P (plus). Ces deux types sexuels sont déterminés par le 

locus mat, mat1-P chez les cellules P et mat1-M chez les cellules M. Chaque idiomorphe 

contient deux gènes, mat1-Mc et mat1-Mm dans le locus mat1-M et mat1-Pm et mat1-Pc dans 

le locus mat1-P. Les gènes mat1-Mc et mat1-Pc sont nécessaires pour la conjugaison, alors 

que mat1-Mm et mat1-Pm (appelé aussi mat1-Mi et mat1-Pi respectivement) sont essentiels 

pour la méiose (Kelly et al. 1988; Bolker and Kahmann 1993). Le locus mat1-P ressemble au 

locus Mat � de S. cerevisiae, mat1-Pm code une protéine à homéodomaine et mat1-Pc code 

une protéine apparentée à la famille HMG, mais dont la structure tridimensionnelles semble 

differente (Casselton 2002; Martin et al. 2010). Dans le locus mat1-M, mat1-Mc code une 
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protéine à domaine HMG, tandis que mat1-Mm code une protéine de classe inconnu 

(Casselton 2002) (Figure 10). 

 Les carences nutritionnelles et le signal phéromone induit l’expression du facteur de 

transcription Ste11p qui induit à son tour l’expression des gènes mat-Mc et mat-Pc (Sugimoto 

et al. 1991). Dans une cellule M, Mat-Mc en collaboration avec Ste11p active l’expression des 

gènes spécifiques M (Kjaerulff et al. 1997). Dans la cellule P, Mat-Pc avec Map1p (facteur de 

transcription de la famille des MADS-box) vont activer les gènes spécifiques P (Mata and 

Bähler 2006). Les autres gènes du locus mat, mat1-Pm et mat1-Mm entrent en action après la 

caryogamie et activent l’expression des gènes impliqués dans la méiose notamment mei3 

(Willer et al. 1995; Casselton 2002). Dans les cellules diploïdes P/M et sous les conditions de 

carences nutritionnelles, les quatre gènes des types sexuels mat sont exprimés, ce qui permet à 

ces cellules d’entrer en méiose. En revanche, mat1-Pm et mat1-Mm ne sont pas exprimés chez 

les cellules diploïdes au stade végétatif (Kelly et al. 1988; Willer et al. 1995). Les mécanismes 

de régulation de ste11 et les gènes spécifiques M et P seront décrits dans le paragraphe 3.2.3.4 

de l’introduction des protéines HMG. 

 Les cellules P et M produisent des phéromones spécifiques (les facteurs P et M 

respectivement) ainsi que les récepteurs des phéromones sécrétées par le type sexuel opposé 

(Mata and Bähler 2006). Le facteur M est issu de la farnesylation et la carboxyméthylation 

d’un précurseur codé par les gènes mfm1, mfm2 (Davey 1992) et mfm3 (Mata and Bähler 

2006). Ce facteur M reconnait un récepteur spécifique codé par map3 dans les cellules P 

(Tanaka et al. 1993). Le facteur P codé par le gène map2 est un peptides non modifié de 23 

acides aminés (Imai and Yamamoto. 1994). Il se fixe sur son récepteur spécifique Mam2p 

exprimé par les cellules M (Kitamura and Shimoda 1991). Les phéromones induisent 163 

gènes chez S. pombe dont la majorité est induite chez les deux types sexuels P et M. 

L’annotation de ces gènes montre qu’ils sont impliqués dans la différentiation sexuelle, 

l’induction de la conjugaison et la méiose (Xue-Franzen et al. 2006) (Figure 12).  

 Quand les cellules haploïdes sont exposées aux phéromones, elles répondent par l’arrêt 

des cellules en phase G1. L’arrêt des cellules P et M en G1 est suivie par l’élongation du tube 

de conjugaison vers la cellule de type sexuel opposé. Le contact cellule-cellule conduit à 

l’agglutination, la caryogamie et la formation du zygote qui entre en méiose et finalement 

sporule (Xue-Franzen et al. 2006). 
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Figure 12 : La transduction du signal phéromone chez S. pombe. Les cellules M et P sécrètent les deux 
phéromones, M (cercles) et P (carré) respectivement qui se fixent sur leurs récepteurs spécifiques présentent à la 
surface des cellules de types sexuels opposés. Cela cause l’activation de la voie de signalisation qui prépare la 
cellule à la conjugaison suivie de la méiose et la sporulation. 
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3 Les gènes à HMG-box  

3.1 Introduction  

 Dans les cellules eucaryotes, l’ADN nucléaire est étroitement associé à un ensemble 

de protéines, dont les plus connues sont les histones. La structure qui résulte de cette 

association est nommée la chromatine. L'unité fondamentale de la chromatine, le nucléosome, 

composé d'ADN et d'histones, constitue le premier niveau de compaction de l'ADN dans le 

noyau. Cette structure est ensuite régulièrement répétée pour former le nucléofilament qui 

peut, lui-même, adopter des niveaux d'organisation plus compacts. La compression de l’ADN 

en chromosomes est indispensable à l’architecture de la cellule et à la régulation 

transcriptionnelle des gènes. La chromatine, de par sa structure condensée, représente une 

barrière à l’accessibilité de l’ADN. Elle est en perpétuel équilibre entre l’état relâché et l’état 

condensé suivant les effets antagonistes de multiples complexes protéiques et il ne fait guère 

de doute que l’état condensé est défavorable à la transcription. Le remodelage de la 

chromatine est donc une étape cruciale dans la régulation de la transcription (Workman and 

Kingston 1998). 

 Des travaux initiés en 1973 par Goodwin, Sanders et Johns ont mis en évidence une 

autre catégorie de protéines chromatiniennes abondantes, distinctes des histones (Goodwin 

and Johns 1973). Ces protéines sont appelées HMG (high mobility group). La famille des 

protéines HMG constitue le principal groupe de protéines non-histones associées à la 

chromatine (Agresti and Bianchi 2003). Les protéines HMG sont ubiquitaires chez les 

Eucaryotes, mais absentes chez les Eubactéries et les Archae (Marechal, 2003). 

Officiellement, l'acronyme HMG désigne l’ensemble hétérogène des protéines que l'on peut 

extraire en condition acide à partir de la chromatine, et qui manifestent une forte mobilité sur 

gel d'électrophorèse (high mobility group). La nomenclature des protéines HMG nucléaires a 

été révisée pour définir trois superfamilles classées en fonction de leur motif fonctionnel de 

liaison à l’ADN (Bustin 2001) (Tableau 1). 

 - Les protéines HMGA, anciennement appelées HMG-I(Y), contiennent un motif 

structural AT-hook de neuf acides aminés qui se lie aux régions riches en A+T. 

 - Les protéines HMGN anciennement HMG-14 et 17 sont caractérisées par un 

«nucleosomal-binding domain» qui se lie entre les spirales de l’ADN et l’octamère 

d’histones. 

 - Les protéines HMGB, (anciennement HMG-1 et HMG-2, sont caractérisées par un 

domaine HMG-box de 80 acides aminés qui lie l’ADN dans le petit sillon. 
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Tableau 1: Nomenclature des protéines HMG. 

(Bustin 2001). 

 Je me suis plus particulièrement intéressée au rôle des protéines HMGB dans le 

développement sexué des champignons filamenteux et je me limiterai à la présentation de 

cette famille de protéines HMG. Les protéines HMGB sont caractérisées par la boite HMG 

avec un domaine de fixation à l’ADN. Cette superfamille est composée de deux familles 

distinguées par leur abondance, leurs fonctions et leur spécificité de fixation à l’ADN 

(Murphy et al. 1999): 

- La famille UBF/HMG :  

Les protéines de cette famille possèdent plusieurs domaines HMG; elles sont très 

abondantes dans la cellule et se lient à l’ADN avec une grande affinité pour une 

variété de structures particulières mais sans spécificité de séquence. Ce groupe de 

protéines existent dans les trois embranchements des eucaryotes : champignons, 

plantes et animaux (Soullier et al. 1999). Il comprend entre autres la protéine HMGB1 

(Pauken et al. 1994) qui est une protéine ubiquitaire, ainsi que les protéines HMGB2 

(Shirakawa and Yoshida 1992) et HMGB3 (Vaccaria et al. 1998). Ces trois protéines 

possèdent deux domaines HMG notés A et B et un domaine riche en résidus acides 

dans la partie C-terminale. Le facteur de transcription mitochondrial mtTF-1 (Parisi 

and Clayton 1991), ainsi que le facteur de transcription nucléaire UBF (Upstream 

Binding Factor) (Jantzen et al. 1990), appartiennent également à cette classe. Ces deux 

protéines contiennent respectivement deux et trois domaines HMG. 

- La famille MATA/TCF/SOX :  

Cette famille rassemble des protéines n'ayant qu'un seul domaine HMG; elles ne sont 

exprimées que dans certains tissus et se lient à l’ADN en reconnaissant une séquence 

linéaire spécifique. On peut citer pour exemple des régulateurs transcriptionnels tels 

que le facteur SRY (Sex determining Region Y) qui est le déterminant du sexe mâle 

chez les mammifères (Goodfellow and Lovell-Badge 1993), les facteurs activateurs 

lymphoïdes TCF1 (T Cell Factor-1) et LEF1 (Lymphocyte Enhancer Factor-1) (Giese 
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et al. 1991). Les sous-familles TCF et SOX ne sont présentes que chez les animaux 

(Soullier et al. 1999). Les protéines MATA_HMG ne sont présentes que chez les 

champignons (Soullier et al. 1999). Dans cette sous-famille, on trouve les facteurs de 

transcription Mat-Mc de S. pombe (Kjaerulff et al. 1997) et Mat�1p de S. cerevisiae 

(Martin et al. 2010), ainsi que d’autres protéines impliquées dans le développement 

sexué tel que Ste11p chez S. pombe (Mata and Bähler 2006) et FMF-1 chez N. crassa 

(Iyer et al. 2009). 

 Les facteurs HMGB ont la capacité de courber l’ADN hélicoïdal générant ainsi une 

conformation qui facilite l’assemblage des complexes nucléoprotéiques, c’est pourquoi ils 

sont appelés facteurs de transcription architecturaux (Bustin and Reeves 1996; Bustin 1999; 

Thomas and Travers 2001). En plus de leur rôle dans la transcription, ils sont aujourd’hui très 

connus comme des éléments essentiels du noyau. Ils participent à de multiples activités 

cellulaires comme le remodelage de la chromatine et des nucléosomes, les modifications 

chromosomiques au cours du cycle cellulaire, la réplication de l’ADN, la recombinaison 

génétique, la réparation de l’ADN et l’apoptose (Agresti and Bianchi 2003; Tetsuya Ueda 

2009). Ces protéines servent aussi de chaperons moléculaires. Les protéines HMG sont 

impliquées dans un certain nombre de pathologies notamment le cancer, l’intégration 

rétrovirale et la réponse aux dommages tissulaires dans les cas d’inflammation ou nécrose 

(Stros 2009). 

3.2 Structure et fonctions des protéines à domaine HMG 

3.2.1 Structure du domaine HMG 

 Les domaines HMG ont été identifiés premièrement par similarité de séquences entre 

le facteur de transcription de l’ARN polymérase I (UBF) et d’autres protéines HMG tel que 

HMG1 et SRY. Depuis, le nombre des protéines à domaine HMG a rapidement augmenté.  

 Les protéines à domaine HMG sont localisées au niveau du noyau et elles interagissent 

avec l’ADN. Elles possèdent soit un seul domaine HMG soit deux ou plusieurs. La majorité 

des protéines HMG particulièrement chez les vertébrés possèdent deux domaines HMG en 

tandem appelés boites A et B. Les plantes, les champignons et les eucaryotes unicellulaires 

possèdent rarement des protéines HMG avec des boites HMG en tandem. 

 Le domaine HMG est une région d’environ 80 acides aminés avec une forte 

abondance de résidus aromatiques et basiques. Les études structurales de différents domaines 

HMG montrent une conservation de la structure tertiaire en forme de L. Le domaine comporte 

trois hélices � comprenant 75% des acides aminés du domaine. Ces trois hélices � sont 

stabilisées par un noyau hydrophobe. La partie longue du L est composée de l’extension N-



�

��

terminale (résidus 5 à 12) et de l’hélice III (résidus 50 à 74) et la partie courte comprend les 

hélices I et II. (résidus 13 à 29 et 34 à 48 respectivement) (Figure 13 et 14). Les hélices II et 

III sont à peu près perpendiculaires, formant entre elle un angle d’environ 80° (Weir et al. 

1993).  

 Certains résidus sont conservés entre les séquences de HMG-box. Ces acides aminés 

sont impliqués dans le maintien de la structure tridimensionnelle du domaine et dans 

l’interaction avec l’ADN (Weir et al. 1993) (Figure 13 et 14): 

- Phe 14, Phe 17, Trp 45, Lys 53 et Tyr56 se regroupent à la jonction de deux bras 

du L du domaine HMG afin de maintenir l’angle de la structure tridimensionnelle. 

- Les Pro7 et Pro10 de l’extrémité N-terminal non structurée interagissent avec 

Tyr67 de l’hélice III, tandis que Pro30 est important dans la conformation de la 

boucle entre les hélices I et II.  

- Les acides aminés Arg ou Lys en position 8, 9, 22, 39 et 64 sont conservés entre 

toutes les HMG-box, la plupart de ces résidus basiques sont sur ou à proximité de 

la surface concave formée entre les deux bras de la structure L.  

- Les résidus à la position 39 et 40 dans le bras court, forment des ponts salins avec 

Glu34, Asp36 et deux autres résidus acides conservés à la position 20 et 28. 

 
Figure 13 : Alignement des séquences protéiques des HMG-box.  
La numérotation en haut se réfère à HMG1 B-box : le résidu 1 de HMG-box correspond au résidu 88 de la 
protéine HMG1 B (Bianchi et al. 1989). HMG1, high mobility group 1 du rat (Bianchi et al. 1989); HMG2, high 
mobility group 2 du porc (Shirakawa et al. 1990); ABF2, S. cerevisiae ARS binding factor (Diffley and Stillman 
1991); NHP6A, S. cerevisiae non-histone protein A (Kolodrubetz and Burgum 1990); HMG-D, Drosophila 

melanogaster high mobility group protein (Wagner et al. 1992); hUBF, upstream binding factor for RNA 
polymerase I de l’homme (Jantzen et al. 1990); SRY, testis-determining factor de l’homme (Sinclair et al. 1990); 
Mc, mating type protein de S. pombe (Kelly et al. 1988); LEF-1, murine lymphoid enhancer factor 1(Travis et al. 
1991). Les boites de résidus représentent les résidus conservés entre au moins 8 séquences des 12 séquences 
analysées. Code du consensus: a, les acides aminés aromatiques (Y, F, W et H); h, les acides aminés 
hydrophobes (V, I, A, L et F) (Weir et al. 1993).  



�

��

 

 
Figure 14: Structure en L d’une boite HMG. Les résidus représentés sont les acides aminés conservés. 

(Weir et al. 1993) 

 Chez les vertébrés et chez les plantes, les protéines HMGB présentent une région 

basique aux extrémités N et C terminale du domaine HMG ainsi qu’une queue acide en C-

terminale de la protéine (Thomas and Travers 2001). Néanmoins, chez les eucaryotes 

inférieurs, l’extension basique (D. melanogaster) ou la queue acide (S. cerevisiae) peuvent 

manquer. L’extension basique semble jouer un rôle dans l’activité de liaison et de courbure de 

la protéine (Teo et al. 1995). Le rôle de la queue acide est plus vague; elle pourrait interagir 

avec les charges positives des histones (Thomsen et al. 2004).  

 Plusieurs différences ont été identifiées entre les protéines HMG qui se fixent 

spécifiquement à l’ADN et celles qui se fixent non spécifiquement à l’ADN (Murphy et al. 

1999). En particulier, dans les domaine HMG se fixant de façon spécifique sur les séquences 

ADN (SRY, Mc et LEF-1) la position 12 est une asparagine tandis que dans les domaines se 

fixant de façon non spécifique (HMG1, HMG2, ABF2, NHP6A, HMG-D) on trouve une 

serine (Figure 13) (Murphy et al. 1999); cette différence est expliquée par la capacité de la 

sérine à se lier à n’importe quelle base, soit directement avec la cytosine et la thymine, soit 

par l’intermédiaire d’une molécule d’eau dans le cas de l’adénine et de la guanine (Murphy et 

al. 1999). Le résidu 34 est hydrophobe dans les domaines HMG se fixant de façon non 

spécifique à l’ADN mais hydrophile dans les domaines HMG se fixant de façon spécifique à 

l’ADN (Balaeff et al. 1998) (Figure 13). Chez LEF-1 par exemple, le résidu Ser34 est 
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impliqué dans la liaison de HMG avec les bases AA du motif de fixation sur l’ADN (Murphy 

et al. 1999). La région C-terminale de chacune des deux types de protéines HMG interagit 

différemment avec l’ADN. Par exemple l’extrémité C-terminale de HMG-D (HMG1 de D. 

melanogaster) n’interagit pas avec l’ADN tandis que celle de LEF-1 se lie à l’ADN pour 

stabiliser la conformation (Murphy et al. 1999). 

 Le domaine HMG interagit avec le petit sillon de la double hélice d’ADN. Dans ce 

cas, des résidus d’acides aminés hydrophobes se positionnent à l’intérieur du sillon et une 

série de résidus basiques interagit avec le squelette phosphodiester. Certains acides aminés 

hydrophobes de cette face concave s’intercalent partiellement entre les bases, ce qui provoque 

l'élargissement du petit sillon, le déroulement de la double hélice, et sa courbure vers le grand 

sillon (Stott et al. 2006). 

 HMGB1 contient deux domaines HMG, désignés A et B. Les premières analyses ont 

clairement mis en évidence des propriétès différentes pour chacune des boites. La boite A a 

une affinité plus elevée que la boite B pour les structure d’ADN en croix (Teo et al. 1995; 

Webb and Thomas 1999). En revanche, les propriétés de la boite B semblent plus difficiles à 

caractériser. Pour mieux déterminer la nature de l’interaction de HMGB1 à l’ADN, Stott et 

ses collaborateurs (Stott et al. 2006) ont construit une protéine chimère, dans laquelle la boîte 

A de HMGB1 est remplacée par la boite HMG du facteur de transcription SRY qui se lie à 

l’ADN de façon spécifique. La protéine ainsi obtenue est capable de former un complexe 

stable avec l’ADN et l’analyse structurale, par résonnance magnétique nucléaire (RMN), des 

complexes ADN/protéine chimère ainsi formés a permis de montrer, pour la première fois, 

l’interaction de la boîte B avec de l’ADN (Stott et al. 2006). L’interaction de chacune des 

deux boîtes HMG entraîne la courbure de l’ADN aux deux sites d’interaction (la somme des 

deux courbures de l’ADN est 110). 

 Les analyses RMN du complexe HMG-ADN faites sur SRY et LEF-1 montrent que le 

domaine HMG reconnait 10 à 12 paires de bases avec une forte spécificité mais la longueur et 

la composition de ce site de fixation peut diverger selon les différents domaines HMG (van 

Beest et al. 2000). Pour LEF-1, le site de fixation est TTCAAAGG (Giese et al. 1992) tandis 

que SRY se fixe sur le site AACAAAG (Ferrari et al. 1992). D’autres études réalisées sur 

TCF-1 le facteur de transcription spécifique des cellules T, sur SOX5 et sur Mat-Mc 

(Kjaerulff et al. 1997) proposent la séquence (A/T)(A/T)CAAAG comme site de fixation du 

domaine HMG. Dans tous les cas, la fixation du domaine HMG sur son site de fixation est 

réalisée par l’intercalation des résidus hydrophobes entre deux bases de la séquence 

(A/T)(A/T)CAAAG (van de Wetering et al. 1991). Ces résidus sont soit Met soit Ile ou bien 
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Val et ils sont flanqués par deux résidus aromatiques aux positions -1 et +2 (van de Wetering 

et al. 1991; Martin et al. 2010).  

3.2.2 Localisation des protéines HMGB dans la cellule  

 Plusieurs études se sont intéressées à la localisation des protéines HMG dans la cellule 

pendant l’état de repos et la division cellulaire. Les protéines de la famille HMGB sont 

localisées au voisinage de la chromatine dans les cellules en interphase, et sur les 

chromosomes mitotiques. Cependant, elles circulent très rapidement dans l’espace nucléaire, 

en interphase et en mitose (Marechal 2003). Les interactions entre ces protéines et la 

chromatine sont extrêmement brèves et labiles (Pallier et al. 2003). 

3.2.3 Fonction des protéines à domaine HMG 

3.2.3.1 Assemblage des nucléosomes, remodelage de l’ADN et transcription 

 Les protéines à domaine HMG, moins abondantes que les histones H1 (environ 10 à 

15 fois moins que l’histone H1), sont aussi appelées les protéines chromosomiques non 

histone (NHP) ; elles sont associées à une chromatine active (Nemeth and Langst 2004) et se 

lient préférentiellement à l’ADN qui relie les nucléosomes entre eux pour faciliter 

l’assemblage des complexes nucléoprotéiques (Stros 2009). 

L’histone H1 et les protéines HMGB sont impliquées dans les changements dynamiques 

de conformation de la chromatine. Elles possèdent des rôles antagonistes (Bianchi and Agresti 

2005). En effet, H1 diminue l’accessibilité des facteurs de régulation aux nucléosomes, tandis 

que les protéines à domaine HMG décompactent l’ADN et déstabilisent les nucléosomes pour 

rendre l’ADN plus accessible au complexe de remodelage de la chromatine et aux facteurs de 

régulation (Bianchi and Agresti 2005) (Figure 15). HMGB1 a aussi la particularité de protéger 

les nucléosomes des nucléases (Stros 2009). 

Les protéines HMGB favorisent la transcription des gènes par plusieurs mécanismes qui sont 

décrits ci-dessous. 

a- Effet sur la chromatine 

 Les protéines HMGB entraînent une flexibilité de la structure chromatinienne, en 

affectant l’espacement et le repliement du nucléo-filament, ce qui permet à la machinerie de 

transcription d’accéder facilement aux gènes (Bianchi and Agresti 2005) (Figure 15) . Un 

exemple est le complexe FACT (Facilitates Chromatin Transcription) qui est un complexe 

hautement conservé chez les eucaryotes. C’est un hétérodimère composé de protéines à boîtes 

HMG (SPT16/SSRP1 chez l’Homme et Spt16/Cdc68 chez S. cerevisiae) qui facilite 

l’élongation de la transcription par l’ARN polymérase II et permet la restructuration des 
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nucléosomes en se fixant sur les histones H2A et H2B (Orphanides et al. 1999). Chez la 

drosophile, FACT (dSPT16 et dSSRP1) a été co-purifié avec la protéine GAF à partir 

d’extraits embryonnaires. Le complexe GAF-FACT de drosophile est impliqué dans le 

remodelage de la chromatine nécessaire au maintien de l’expression des gènes homéotiques 

(Shimojima et al. 2003). 

 
Figure 15 : Modèle de fonctionnement des protéines HMGB. 
L’histone H1 se fixe sur le nucléosome (en vert). 1) La protéine HMGB déplace H1 et se fixe sur le bord du 
nucléosome ce qui permet la formation d’une boucle d’ADN (en jaune). 2) La boucle d’ADN représente une 
cible d’ancrage du complexe de remodelage (RC) qui déplace la boucle d’ADN autour du nucléosome après le 
détachement de HMGB.3) RC se détache et HMGB se fixe à l’ADN pour rendre la séquence spécifique 
accessible au facteur de transcription (TF). 4) HMGB facilite la fixation de TF qui se fixe sur le site de la 
séquence spécifique. 5) HMGB se détache de l’ADN et TF régule la transcription de sa cible (Stros 2009). 

b- Interaction avec des facteurs de transcription 

 Les protéines HMGB participent aux interactions entre l’ADN et de multiples 

facteurs; elles peuvent interagir avec la machinerie de transcription ou avec des facteurs 

transcriptionnels individuels (les protéines HOX, p53, NF-�B). En se liant à l’ADN, HMGB 

induit une courbure qui facilite l’interaction des protéines avec les sites séquences-spécifiques 

de l’ADN. Par exemple, HMGB1 modifie la conformation de l’ADN pour une meilleure 

liaison de p53 et augmente ainsi son activité transactivatrice (Jayaraman et al. 1998). Les 

protéines NHP6 (non-histone proteins) facilitent la fixation de TFIIIC et TBP (TATA box 

Binding Protein) au promoteur de SNR6 (U6 small nuclear RNA). La délétion de NHP6A et 

NHP6B chez la levure provoque un défaut de la transcription de SNR6 par la polymérase III. 

Le double mutant nhp6a et b a une faible croissance et une forte sensibilité à la température 

(Kruppa et al. 2001; Bianchi and Agresti 2005).  
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c- Activation de la transcription 

 L'initiation de la transcription de l’ADN ribosomique (ADNr) requiert l'assemblage 

d'un complexe multi-protéique spécifique, le complexe de pré-initiation (PIC : Pre-Initiation 

Complex), qui permet le recrutement de l’ARN Pol I au niveau du promoteur. Chez les 

mammifères, l'action synergique de deux facteurs de transcription est requise pour l’initiation 

de la transcription des ADNr: UBF (Upstream Binding Factor), et SL1 (Selectivity factor 1). 

SL1 est un complexe multiprotéique constitué d’une protéine TBP (TATA box Binding 

Protein) et de cinq facteurs associés TAFIs (TATA binding protein–Associated Factors) 

(Gorski et al. 2007). UBF intervient dans la première étape de l’assemblage du complexe 

d’initiation de la transcription de l’ARN polymérase I. Cette protéine comporte six HMG-box 

qui vont lui permettre de lier l’ADN. Comme les autres protéines HMG, UBF lie le sillon 

mineur de l'ADN pour former une boucle de �360° tous les 140 pb ce qui permet de 

rapprocher les éléments Core et UCE (Upstream Control Element) (Grummt 2003). La mise 

en place du complexe transcriptionnel sur le promoteur est initiée par la phosphorylation en 

C-terminal d'UBF. UBF1 phosphorylée stabilise SL1 sur le promoteur et recrute l’ARN Pol I. 

 La différentiation de l’appareil génital mâle chez les mammifères nécessite la présence 

du chromosome Y et plus particulièrement du gène Sry (Sex-determining Region of Y 

chromosome). Ce gène code un facteur de transcription avec un domaine HMG qui régule la 

transcription des gènes impliqués dans la détermination du sexe en se fixant sur un site 

spécifique : AACAAAG. Les mutations au niveau de ce domaine causent des réversions 

sexuelles (Goodfellow and Lovell-Badge 1993). L’extrémité C-terminale de SRY interagit 

avec deux partenaires protéiques, la calmoduline, récepteur de calcium intracellulaire et SIP, 

partenaire général des protéines à domaine HMG. Divers sites potentiels de fixation pour les 

protéines SRY ont été localisés dans les régions promotrices du gène Amh ou Hormone anti-

müllerienne (la dégénérescence du canal de Müller), du gène de l’aromatase P450 (conversion 

de la testostérone en oestradiol) (Haqq et al. 1993) et du gène Fra-1 ou Fos-related antigen 1 

(régulation de la spermatogenèse) (Cohen et al. 1994). 

3.2.3.2 HMGB et les dommages de l’ADN 

 Les protéines HMGB sont aussi capables de détecter les déformations et les 

dommages au niveau de l’ADN, de maintenir l’intégrité du génome et de réparer l’ADN 

(Bianchi and Agresti 2005). 

 Le rôle joué par les protéines HMGB dans le processus de réparation de l’ADN a été 

étudié dès 1992, quand Pil et ses collaborateurs (Pil and Lippard 1992) ont montré que 

HMGB1 se fixait spécifiquement à l’ADN endommagé par le cisplatine, un médicament 
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anticancéreux. Cette fixation induit le recrutement des protéines du système de réparation 

NER (Nucleotide Excision Repair) aux sites de lésions de l’ADN. En absence de HMGB1, 

l’efficacité des protéines du NER est significativement diminuée et cela peut donc entraîner 

l’accumulation de mutations, la mort cellulaire ou une altération de l’organisation de la 

chromatine (Reddy et al. 2005). Les cellules fibroblastiques embryonnaires des souris 

mutantes Hmgb1
-
/
- sont hypersensibles aux dommages à l’ADN causés par l’utilisation 

combinée d’agents chimiques et des UVs (Krynetski et al. 2003; Reeves and Adair 2005)  

3.2.3.3 Autres fonctions 

 Parkkinen et ses collaborateurs (Parkkinen et al. 1993) sont les premiers à avoir mis en 

évidence la capacité de la protéine HMGB1 à interagir avec l’héparine et les héparanes 

sulfates, et donc à agir hors de la cellule. Depuis une dizaine d’années la protéine HMGB1 est 

décrite comme un médiateur soluble quand elle se retrouve dans le milieu extracellulaire. 

 La protéine HMGB1 est sécrétée au cours de l’activation des monocytes et 

macrophages et agissent en fait comme des cytokines inflammatoires (Wang et al. 1999). Les 

modifications par acétylation de multiples lysines délocaliseraient les protéines HMGB1 du 

noyau vers le cytoplasme pour la sécrétion (Bonaldi et al. 2003). Alors que les macrophages 

secrètent activement les protéines HMGB hyperacétylées, les cellules en nécrose les libèrent 

passivement et les cellules en apoptose quant à elles, retiennent les protéines HMGB 

irréversiblement liées à la chromatine condensée. La libération de la protéine HMGB conduit 

au recrutement des cellules de l’inflammation et déclenche la production de cytokines TNF� 

et IL�1 par les monocytes (Andersson et al. 2000). L’activité cytokinique de la protéine 

HMGB est liée à un domaine de 20 acides aminés présent dans la boîte B de la protéine 

HMG1 humaine (Li et al. 2003). Les protéines HMGB agissent donc comme médiateurs dans 

la réponse immunitaire et comme facteurs d’activation des monocytes/macrophages (Muller 

et al. 2001; Dumitriu et al. 2005). 

 Les protéines HMGB libérées dans le milieu extracellulaire sont capables de se lier à 

différents récepteurs cellulaires. (Park et al. 2004). A ce jour, trois récepteurs ont été décrits : 

TLR-2 et 4 (Toll-like récepteur) et le récepteur RAGE (Recepteur for Advanded Glycation 

end Products). 

- Les TLR-2 et 4 sont impliqués dans la reconnaissance de composants microbiens 

et dans la morphogénèse. Ces récepteurs sont aussi impliqués dans la voie de 

signalisation qui active la protéine NF-kB, nécessaire au nombreux processus 

cellulaires comme la prolifération, l’apoptose ou la réponse inflammatoire (Park et 

al. 2004). 
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- Le récepteur RAGE appartient à la superfamille des immunoglobulines. 

L’interaction d’HMGB1 avec RAGE déclenche une cascade de signalisation 

menant à l’activation des voies MAP kinases et NF-kB. En fonction du contexte 

d’activation, RAGE déclenche soit une réponse inflammatoire soit la réparation 

des tissus endommagés associés à des maladies chroniques. Il reconnait un large 

spectre de ligands (Kokkola et al. 2005).  

 De plus, les protéines HMGB extracellulaires sont un signal lors de la lésion 

tissulaire : elles induisent la migration et la prolifération des mésoangioblastes et 

participeraient ainsi à la régénération des tissus musculaires (Palumbo et al. 2004). 

3.2.3.4 Rôles des protéines à domaine HMG dans le développement sexué chez 

les champignons 

 Les protéines à domaine HMG sont aussi impliquées dans le processus de 

développement sexué chez les champignons. Les gènes à HMG-box les plus étudiés sont les 

gènes des types sexuels et le gène ste11 de S. pombe. 

3.2.3.4.1 Mating type 

 Le locus du type sexuel ou mating type (mat) des champignons ascomycètes code des 

protéines avec des domaines de fixation à l’ADN appartenant aux famillles des 

homéodomaines et des HMG-box. Les protéines à domaine HMG des types sexuels 

appartiennent exclusivement au groupe des MATA_HMG (NCBI Conserved Domain 

Database accession number: cd01389), où l’on peut différencier differents sous-groupes: 

- les protéines à domaine MATA_HMG typique (MAT1-2-1 ou FPR1, et MAT1-1-3 

ou SMR2 de P. anserina). Il faut noter cependant que même dans ce sous-groupe 

typique, les protéines MAT1-2-1 et MAT1-1-3 ont pu être différenciées 

phylogénétiquement et fonctionnellement (Martin et al. 2010).  

- les proteines à domaine MAT��HMG (Martin et al. 2010), anciennement connu 

sous le nom de domaine α1. Le prototype de cette catégorie est Mat��� de S. 

cerevisiae, et les gènes MAT1-1-1 que l’on trouve chez quasiment tous les 

champignons filamenteux ascomycètes (Martin et al. 2010).  

- les protéines avec un domaine apparenté aux HMG, de classification douteuse, 

comme par exemple Pc de S. pombe (Martin et al. 2010). 

3.2.3.4.2 Ste11p facteur de transcription à domaine HMG chez S. pombe 

 Chez la levure S. pombe, le programme de développement sexué est induit en réponse 

à une carence nutritionnelle, en particulier la carence en azote. Ce signal déclenche la 
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conjugaison des cellules P et M  et la formation d’un zygote, qui subit la méiose et la 

sporulation. Le facteur de transcription Ste11p est essentiel au développement sexué; il active 

plusieurs gènes impliqués dans la conjugaison et la méiose, notamment les gènes mat qui 

contrôlent le système phéromone/récépteur et mei2 qui déclenche la méiose (Kjaerulff et al. 

2005). (Voir chapitre I paragraphe 2.3.3). La mutation de ste11 provoque une stérilité 

complète de S. pombe et une déficience en méiose (Sugimoto et al. 1991). L’expression 

hétérochronique de ce gène cause une différentiation sexuelle indépendante des conditions 

nutritionnelles.  

a. La protéine Ste11p 

 La protéine Ste11p de 468 acides aminés est codée par le gène ste11 (aff1 ou stex) 

localisé sur le chromosome 2. Ste11p appartient au groupe des MATA_HMG caractérisé par 

la présence d’un seul domaine HMG et une fixation spécifique à l’ADN. La localisation de 

Ste11p dans la cellule régule son activité. Elle est soit nucléaire, soit cytoplasmique, en 

fonction des mécanismes suivants : la kinase Pat1p/Ranp inhibe l’accumulation de Ste11p 

dans le noyau par la phosphorylation de la thréonine 173 et la serine 218 localisées sur les 

deux domaines RKDI et RKDII (Ran Kinase Domain) (Qin et al. 2003) (Figure 16). Cette 

modification permet la fixation de la protéine Rad24p (Kitamura et al. 2001) qui piège Ste11p 

dans le cytoplasme (Qin et al. 2003) (Figure 17). Le domaine HMG de Ste11p (du résidu 16 

au résidu 50) contient une séquence basique (84KKRSTVRRRHKK) (Figure 16) qui est 

nécessaire à l’accumulation de Ste11p dans le noyau (Qin et al. 2003)  

 
Figure 16: La protéine Ste11p. La boite bleue représente le domaine HMG. La boite noire représente la séquence 
basique BC (basic cluster). Les régions RKDI et RKDII (Ran Kinase Domain) contiennent les sites de 
phosphorylation (Qin et al. 2003). 

b. Régulation de Ste11p 

 Le signal de carence nutritionnelle induit l’expression de ste11 par la stimulation de 

trois voies différentes de signalisation : la voie d’AMP cyclique (AMPc), la voie de réponse 

au stress (carence en azote) et la voie de signal phéromone (Yamamoto et al. 1997; Davidson 

et al. 2004). 

- la voie AMPc est constituée de plusieurs interactions protéiques: l’adenylyl 

cyclase codée par cyr1 qui génère l’AMPc à partir de l’ATP, la protéine trimérique 

G qui contrôle l’adenylyl cyclase, l’AMPc phosphodiesterase codée par le gène 

cgs2 qui régule négativement la voie d’AMPc (Davidson et al. 2004; Jeong et al. 
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2004). La protéine kinase A (PKA ou cAMP-dependent protéine kinase) est la 

cible majeure de l’AMPc. La PKA régule la transcription de ste11 via le facteur de 

transcription à doigt de zinc Rst2p (Valbuena and Moreno 2010). Lorsque le 

niveau de l’AMPc intracellulaire est élevé, la PKA phosphoryle Rst2p et le piège 

dans le cytoplasme, tandis que durant une carence nutritionnelle le niveau d’AMPc 

et l’activité de la PKA diminuent, ce qui permet la migration de Rst2p dans le 

noyau pour activer la transcription de ste11 (Valbuena and Moreno 2010) (Figure 

17).  

- La voie de réponse au stress, et plus particulièrement la carence en azote déclenche 

la voie MAPK composée principalement de deux MAPKK Kinase Wis4p et 

Win1p, de la MAPK Kinase Wis1p et de la MAP kinase Sty1p (Warbrick and 

Fantes 1991; Kato et al. 1996; Samejima et al. 1997; Samejima et al. 1998; Jeong 

et al. 2004). En réponse au stress, Sty1p phosphoryle le facteur de transcription 

Atf1p qui active la transcription de ste11 et cgs2, ce dernier codant l’AMPc 

phosphodiesterase (Davidson et al. 2004) (Figure 17) . 

- La voie de signal phéromone est composée des MAPKK kinase Ras1p et Byr2p, la 

MAPK kinase Byr1p et la MAP kinase Spk1p (Fukui et al. 1986; Nadin-Davis and 

Nasim 1988; Toda et al. 1991; Wang et al. 1991; Neiman et al. 1993). La fixation 

des phéromones sur leur récepteur active la protéine Gpa1p (Obara et al. 1991) qui 

transmet le signal à Byr2p à l’aide de Ras1p et Ste4p (Barr et al. 1996; Jeong et al. 

2004). Byr2p phosphoryle Byr1p qui lui-même phosphoryle Spk1p. La MAP 

kinase Spk1p active Ste11p via trois voies différentes: i) d’une façon directe via la 

phosphorylation des thréonines T305 et T317 de Ste11p, et indirectement ii) par la 

déphosphorylation des sites Pat1p (T173 et S218) et iii) l’inactivation de Pat1p via 

Mei3p (Kjaerulff et al. 2005) (Figure 17).  
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Figure 17 : Régulation de la conjugaison chez S. pombe. 

La flèche noire représente une activation, la barre représente une répression. (T) indique une régulation 
transcriptionnelle, (P) indique une régulation traductionnelle par phosphorylation de la protéine et (PSI: Pseudo-
Substrate Inhibition) indique une régulation de la protéine par inhibition. En gris Ste11p, Mei2p et Rst2p 
phosphorylées ; en rouge Ste11p, Mei2p et Rst2p non-phosphorylés. Rad24p se fixe sur Ste11p phosphorylé par 
Pat1p pour le piéger dans le cytoplasme. (A) Ste11p non-phosphorylé sur les sites reconnus par la kinase Pat1p 
et phosphorylé dans les sites reconnus par la MAPK Spk1p entre dans le noyau. (B) Mei2p déphosphorylé dans 
les sites Pat1p entre dans le noyau. (C) Rst2p déphosphorylé entre dans le noyau et active Ste11p.1) L’adenylyl 
cyclase (Cyr1p) génère l’AMPc à partir de l’ATP ; 2) La phosphodiesterase (Cgs2p) hydrolyse l’AMPc en AMP. 
Schéma obtenu par la compilation des données de (Sugimoto et al. 1991; Qin et al. 2003; Davidson et al. 2004; 
Jeong et al. 2004; Kjaerulff et al. 2005; Mata and Bähler 2006; Valbuena and Moreno 2010). 
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c. Ste11p régule la différentiation sexuée 

 Ste11p contrôle l’expression des gènes essentiels pour le développement sexuel dans 

les cellules P et M. En effet, dans une cellule M, Ste11p active l’expression du locus matM 

(mat1-Mm et mat1-Mc) (Sugimoto et al. 1991). Mat-Mc (protéine à domaine HMG) et Ste11p 

activent l’expression des gènes spécifiques M (Kjaerulff et al. 1997) (Figure 17). Dans la 

cellule P, Ste11p active l’expression du locus matP (Sugimoto et al. 1991), Mat-Pc et Map1p 

(un orthologue de Mcm1p de S. cerevisiae, voir son rôle en 2.3.3) vont activer les gènes 

spécifiques P (Mata and Bähler 2006) (Figure 17). Récemment 78 gènes cibles de Ste11p ont 

été identifiés durant une analyse transcriptomique des souches P et M (Mata and Bähler 

2006), parmi lesquels 12 gènes spécifiques de M et 4 gènes spécifiques de P (Tableau 2).  

Gènes Fonctions 

Gènes spécifiques des cellules M 

mfm1/ mfm2 /mfm3 

mam1 

cwp1 

mam2 

sax2 

SPAP11E10.02c 

mam4 

SPAPB1A10.02 

SPAC11H11.03c 

SPAC11H11.05c 

 

Gènes spécifiques des cellules P 

map2 

map3 

SPBC21D10.06c 

SPAC1665.03 

 

Phéromone M 

Transporteur de la phéromone M 

Geranyl-geranyl transferase I 

Le récepteur de la phéromone P 

La protéase qui dégrade la phéromone P 

Agglutinine 

S isoprenylcysteine O-methyltransferase 

Fonction inconnue 

Fonction inconnue 

Fonction inconnue 

 

 

Phéromone P 

Le récepteur de la phéromone M 

Agglutinine 

Fonction inconnue 

Tableau 2: Les gènes spécifiques des cellules M et les gènes spécifiques des cellules P régulés par Ste11p (Mata 
and Bähler 2006).  

d. Ste11p régule la méiose 

 Mei2p est une RNA-binding protéine qui déclenche la méiose. Cette protéine est 

présente à un niveau très faible pendant la croissance végétative et reste inactive durant la 

conjugaison à cause de sa phosphorylation par Pat1p qui la convertit en substrat des enzymes 

de protéolyse (Watanabe et al. 1997). Par conséquent, la phosphorylation de Mei2p par Pat1p 
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inhibe l’initiation de la méiose pendant le cycle cellulaire mitotique. Dans un diploïde, mat1-

Pm et mat-Mm activés par Ste11p, lui-même activé par la voie de signal phéromone, induisent 

la transcription de mei3 qui agit comme pseudosubstrat de Pat1p. En conséquence, Pat1p ne 

peut plus phosphoryler Mei2p qui déclenche la méiose (Davis and Smith 2001; Kjaerulff et al. 

2005). De plus, Ste11p se fixe spécifiquement en amont de mei2 pour activer sa transcription 

(Sugimoto et al. 1991) (Figure 17). 

e. Site de fixation Ste11p 

 Van Beest et al ont défini le consensus du site de fixation Ste11p 

A1GAACAAAGAAA12 en amont des gènes cibles de Ste11p (van Beest et al. 2000). Ce site 

est appelé TR-box en raison de sa richesse en T (T-Rich box). Il est plus long que le motif de 

fixation (6-8pb) des autres protéines à HMG-box (Laudet et al. 1993). Des analyses RMN ont 

montré que la région C-terminale du domaine HMG reconnait A11 et A12 de la TR-box et que 

les deux hélices 1 et 2 interagissent avec le cœur du motif 3ACAAAGA10 (van Beest et al. 

2000) (Figure 18). La séquence 3’ adjacente à A11A12  est conservée  entre les cibles de 

Ste11p. Deux classes de sites Ste11p peuvent être trouvées en amont des gènes cibles de 

Ste11p (van Beest et al. 2000) : 

- les cibles exprimées d’une façon ubiquitaire possèdent A11A12 (Tableau 3). 

- les cibles exprimées uniquement chez les cellules M ne possèdent pas A11A12 

(Tableau 3). 

 Cette différence nécessite l’intervention de la protéine à domaine HMG Mat-Mc pour 

l’activation des gènes spécifique M et d’un site appelé M-box. Ce site est adjacent à la TR-

box et il est composé de deux séquences ACAAT. La protéine Mat-Mc se fixe spécifiquement 

au site M-box en amont des gènes spécifiques M. La fixation de Mat1-Mc change la 

conformation de l’ADN ce qui augmente l’affinité de Ste11p à la TR-box et l’activation des 

gènes spécifique des cellules M (Kjaerulff et al. 1997). Dans les cellules P, Ste11p ne peut pas 

se fixer sur son site en amont des gènes spécifique M à cause de l’absence de Mat1-Mc, les 

gènes spécifiques P sont activés par Mat1-Pc et Map1p.(Kjaerulff et al. 1997).  
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Tableau 3: Comparaison des motifs TR des gènes régulés par Ste11p. 

(van Beest et al. 2000) 
 Sugimoto et ses collaborateurs ont proposé que Ste11p active la transcription de son 

propre gène. Cette hypothèse est confirmée par la présence d’une TR-box en 5’- UTR de 

ste11. Cette autorégulation permet d’augmenter le signal de réponse en carence (Sugimoto et 

al. 1991). Deux TR-box ont été aussi trouvées dans les deux locus matM et matP régulés par 

Ste11p ; ces motifs sont localisés entre les deux gènes de chaque locus (Sugimoto et al. 1991).  

 

 

 

Figure 18 : Modèle de fixation Ste11p-ADN. La protéine 
Ste11p est en bleue et les cylindres représentent les hélices �. 
En rouge la partie C-terminale de Ste11p. les paires de base 
AAGAAA représentent les bases de la position 7 à 12 du 
motif de fixation de Ste11p (van Beest et al. 2000). 
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4 Evolution des HMG et du locus MAT 

 Une analyse phylogénique des HMG-box montre que cette superfamille est 

extrêmement ancienne (Soullier et al. 1999). En fait, les membres de cette famille 

sont connus dans tous les groupes de métazoaires, chez les eucaryotes unicellulaires tels que 

Trypanosoma (Erondu and Donelson 1992), chez les plantes, et chez les champignons. Il 

apparait donc clairement que la superfamille des HMG était présente longtemps avant la 

séparation de ces groupes (Soullier et al. 1999). 

 La superfamille des protéines HMG-box est composée de deux familles : la famille 

UBF/HMG présente chez les trois embranchements des eucaryotes plantes, champignons et 

animaux, et la famille MATA/TCF/SOX (Voir paragraphe 3.1 chapitre I), d’apparition plus 

récente. La famille. MATA/TCF/SOX est composée elle-même de trois sous-familles : la 

sous-famille MATA regroupant les gènes des types sexuels et Ste11, la sous-famille TCF (T-

cell transcription factors) et la sous-famille SOX des gènes apparentés à SRY (Soullier et al. 

1999). Les gènes MATA_HMG sont présents exclusivement chez les champignons, tandis 

que TCF et SOX sont présents chez les animaux. La séquence consensus du domaine HMG 

dans les trois sous familles affiche une similarité significative (40% d’acide aminés identiques 

entre MATA_HMG et SOX) (Martin et al. 2010). 

 Idnurm et ses collaborateurs ont proposé que les gènes à HMG-box représentent 

l’ancêtre du facteur déterminant la compatibilité sexuelle (qu’ils ont qualifiée de sexe) chez 

les champignons (Idnurm et al. 2008). Cette hypothèse est basée sur la présence d’un gène à 

HMG-box déterminant le sexe chez les Zygomycètes et les Microsporidies, qui représentent 

les premières branches de l’arbre des champignons (Idnurm et al. 2008). Chez les 

champignons, la détermination du sexe est contrôlée par une petite région spécialisée du 

génome (locus MAT). Le locus MAT a été caractérisé chez les Ascomycètes et les 

Basidiomycètes et présente une structure et un contenu très variable (Figure 19), ce qui 

constitue une contradiction avec le modèle proposé par Idurm et al. 

En particulier, chez les Ascomycota, l’un des allèles du locus MAT est caractérisé par 

la présence d’une protéine contenant un domaine α1 dont l’origine était inconnue jusqu’à une 

date récente. La comparaison des séquences, les analyses phylogénique des protéines des 

types sexuels et la prédiction des structures secondaires et tertiaires, ont permit de classer le 

domaine α1 dans une nouvelle sous-famille des HMG appelée MATα_HMG (Martin et al. 

2010). Cette découverte a permis de rétablir la continuité de l’histoire évolutive du locus MAT 

entre les Zygomycètes, les Microsporidies et les Ascomycota. En effet, chacun des deux 

allèles du locus MAT des membres de ces groupes contient un gène à HMG-box. La synténie 
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du locus MAT avec certains gènes adjacents à ce locus soutient également cette continuité 

évolutive (Butler et al. 2004; Martin et al. 2010). Le locus MAT a évolué avec des gains et des 

pertes dans certaines lignées. L’exemple de perte le mieux documenté est celui du gène 

MATA_HMG dans le type sexuel "a" chez S. cerevisiae (Butler et al. 2004). Le gain le plus 

spectaculaire est celui du gène codant une protéine à domaine PPF, qui a un rôle essentiel 

dans la reproduction sexuée et que l’on trouve chez les Sordariomycètes (Debuchy et al. 

2010).  

 La structure du locus MAT des Basidiomycètes est difficile à intégrer dans l’évolution 

du locus MAT entre les Ascomycota et les groupes à la base de l’arbre des champignons. En 

effet, chez les basidiomycètes le locus MAT code des protéines à homéodomaine et des 

systèmes phéromone/récepteur. Mais pour l’instant, on ne connait pas chez les 

Basidiomycètes de locus MAT contenant un gène à HMG-box, bien que ceux-ci jouent un rôle 

essentiel dans la reproduction sexuée, comme cela a été démontré avec prf1 chez Ustilago 

maydis (Hartmann et al. 1996). Des études supplémentaires seront nécessaires pour 

comprendre l’origine du locus MAT des Basidiomycètes et son éventuelle relation avec les 

gènes à homeobox du locus MAT des Saccharomycotina et des Taphrinomycotina. 
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Figure 19: La structure des types sexuels chez les champignons. �1, les gènes qui codent les facteurs de 
transcription à domaine �; PPF, les gènes qui codent des protéines avec un domaine caractérisé par les résidus 
conservés proline et phénylalanine; HMG, les gènes qui codent les facteurs de transcription à domaine HMG; 
HD, les gènes qui codent les facteurs de transcription à homéodomaine. +, gène présent; +/-, gène présent dans 
certains espèces du groupe (Martin et al. 2010). 
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5 Objectif de la thèse 

 L’objectif global de cette thèse est de mieux comprendre la régulation du 

développement sexuel chez le modèle d’étude des champignons filamenteux P. anserina. Les 

gènes qui régulent les étapes du cycle sexué de P. anserina sont maintenant bien déterminés 

mais les gènes et les mécanismes mis en jeu sont moins connus. Ainsi cette thèse sera divisée 

en trois principales parties : 

- Le premier stade que nous avons analysé par une approche microarray a été celui des 

souches compétentes pour la fécondation (la reconnaissance intercellulaire). Nous 

avons recherché les gènes différentiellement exprimés entre une souche sauvage mat+ 

et une souche sauvage mat-. La comparaison incluait aussi les souches mutantes fmr1
-
 

(mat-) et fpr1
-
 (mat+). Ces gènes sont ensuite classés comme étant réprimés et/ou 

activés par FMR1 et/ou FPR1, les deux facteurs de transcription qui contrôlent 

l’étape de la fécondation. Les résultats de cette partie seront présentés sous forme 

d’article qui a été publié récemment dans PLoS ONE sous le titre: «Genome-Wide 

Gene Expression Profiling of Fertilization Competent Mycelium in Opposite 

Mating Types in the Heterothallic Fungus Podospora anserina». 

- La reconnaissance internucléaire entre les noyaux mat+ et mat- est la deuxième 

étape du cycle sexué étudiée durant ma thèse. Afin d’identifier les gènes cibles des 

facteurs de transcription MAT : FPR1, FMR1 et SMR2 contrôlant cette étape, nous 

avons comparé les profils transcriptomiques des deux croisements impliquant pour 

l’un le mutant du type sexuel mat+, pour l’autre le mutant du type sexuel mat-. La 

comparaison incluait aussi les croisements sauvages mat+ X mat-. Les résultats 

obtenus dans ces comparaisons seront examinés selon deux modèles différents: le 

modèle d’acquisition de l’identité mat+ ou mat- et le modèle de ségrégation 

aléatoire. 

- La recherche des gènes à HMG-box de P. anserina et la détermination de leurs 

rôles dans le développement sexué. Cette étude a porté spécialement sur 

l’orthologue de Ste11p de S. pombe. 

 L’identification des gènes acteurs du développement sexuel ne livrera pas 

nécessairement le mécanisme de ce processus. Pour chaque partie de ma thèse nous avons 

réalisé des invalidations de gènes, des analyses phénotypiques des mutants et la comparaison 

de nos résultats avec ceux obtenus chez d’autres ascomycètes.  
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1. Les souches de Podospora anserina, Escherichia coli et 

levure 

 Les souches de P. anserina mat+ et mat- utilisées dans cette étude dérivent de la 

souche S (Rizet 1952). C’est la souche S mat+ qui a été utilisée pour la séquence du génome 

(Espagne et al. 2008). Les conditions de culture de P. anserina sont décrites dans le site : 

http://podospora.igmors.u-psud.fr/ . Les mutants fpr1
-
, fmr1

- et fmr1
-
smr2

-
 utilisés dans les 

analyses transcriptomiques ont été obtenus par El Khoury et collaborateurs (El-Khoury et al. 

2008). Les gènes FPR1 (dans l’allèle mat+), FMR1 et SMR2 (dans l’allèle mat-) contiennent 

plusieurs mutations non-sens au début de la phase codante. Les délétions des gènes ont été 

effectuées dans la souche S mutée pour le gène PaKu70 (El-Khoury et al. 2008) qui est 

nécessaire à la recombinaison non homologue (Ninomiya et al. 2004). 

La souche d’Escherichia coli DH5� (Hanahan 1983) (de génotype F-, supE44, �lacU169, 

endA1, hsdR17, thi-1, gyrA96, �-) a été utilisée pour l’amplification des plasmides. 

La souche de S. cerevisiae W303 (Fan et al. 1996) (de génotype MATa/MAT� leu2-3,112 

trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15) a été utilisée pour la construction des cassettes de 

délétion. 

2. Préparation du matériel biologique et extraction des 

ARN 

2.1 Cultures et croisements 

 P. anserina est cultivé sur des boites de Petri contenant du milieu minimum M2 

(http://podospora.igmors.u-psud.fr/methods.php). Les boites sont inoculées avec neuf 

implants et incubées à la lumière (facteur indispensable pour la reproduction sexuée) dans une 

chambre humide à 27 C°. Afin de faciliter le prélèvement du mycélium, un support de 

cellophane (Bio Rad, cat # 1650963) ou de toile à bluter est déposé sur le milieu. Le 

champignon commence à dégrader la cellophane Bio Rad après 120 heures de croissance. 

Pour les incubations de plus de 120 heures le support toile à bluter est privilégié. Les 

conditions de cultures et les souches de P. anserina utilisée dans l’étude de la reconnaissance 

internucléaire et l’expérience de la RT-qPCR de � Pa_1_13940 sont décrites dans le tableau 4 

ci-dessous. 

 Tout le matériel biologique (mycélium et périthèces) est prélevé par grattage à l’aide 

d’une lamelle, essoré entre deux feuilles de papier absorbant, pesé et congelé dans l’azote 

liquide.  
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Tableau 4 : Les conditions de culture des souches de P. anserina destinées à l’extraction des ARN.  

Souches analysées Heures de 

prélèvement 

Description des conditions de culture Nombre de 

réplicats 

expérience 

� fpr1- X � WT mat- 30h après 

fécondation  

La souche sauvage mat- est cultivée 96 h 

sur un milieu M2 couvert de toile à 

bluter, puis fécondée par les 

microconidies de la souche fpr1- cultivée 

6 jours sur milieu M2+hygromycine. 

4 Reconnaissance 

internucléaire 

� fmr1-smr2- X � WT 

mat+  

30h après 

fécondation 

La souche sauvage mat+ est cultivée 96 

h sur un milieu M2 couvert de toile à 

bluter, puis fécondée par les 

microconidies de la souche fmr1-smr2- 

cultivée 6 jours sur milieu 

M2+hygromycine. 

4 Reconnaissance 

internucléaire 

� WT mat+ X � WT mat-

  

30h après 

fécondation 

La souche sauvage mat- est cultivée 96 h 

sur un milieu M2 couvert de toile à 

bluter, puis fécondée par les 

microconidies de la souche sauvage 

mat+ cultivée 6 jours sur milieu M2. 

3 Reconnaissance 

internucléaire 

� WT mat- X � WT 

mat+  

30h après 

fécondation 

La souche sauvage mat- est cultivée 96 

heures sur un milieu M2 couvert de toile 

à bluter, puis fécondée par les 

microconidies de la souche sauvage 

mat+ cultivée 6 jours sur milieu M2. 

2 Reconnaissance 

internucléaire 

WT mat+ 96h de croissance 

végétative 

La souche sauvage mat+ est cultivée sur 

un milieu M2 couvert de cellophane.  

5 RT-qPCR 

WT mat- 96h de croissance 

végétative 

La souche sauvage mat- est cultivée sur 

un milieu M2 couvert de cellophane. 

5 RT-qPCR 

� Pa_1_13940 mat+ 96h de croissance 

végétative 

La souche �Pa_1_13940 mat+ est 

cultivée sur un milieu M2 couvert de 

cellophane. 

5 RT-qPCR 

� Pa_1_13940 mat- 96h de croissance 

végétative 

La souche �Pa_1_13940 mat- est 

cultivée sur un milieu M2 couvert de 

cellophane. 

5 RT-qPCR 

� Pa_6_4110 mat+ 96h de croissance 

végétative 

La souche �Pa_6_4110 mat+ est 

cultivée sur un milieu M2 couvert de 

cellophane. 

5 RT-qPCR 

� Pa_6_4110 mat- 96h de croissance  

végétative 

La souche �Pa_6_4110 mat- est cultivée 

sur un milieu M2 couvert de cellophane. 

5 RT-qPCR 

� Pa_7_7190 mat+ 96h de croissance  

végétative 

La souche �Pa_7_7190 mat+ est 

cultivée sur un milieu M2 couvert de 

cellophane. 

5 RT-qPCR 

� Pa_7_7190 mat- 96h de croissance  

végétative 

La souche �Pa_7_7190 mat- est cultivée 

sur un milieu M2 couvert de cellophane. 

5 RT-qPCR 

� Pa_1_14230 mat+ 96h de croissance  

végétative 

La souche �Pa_1_14230 mat+ est 

cultivée sur un milieu M2 couvert de 

cellophane. 

5 RT-qPCR 

� Pa_1_14230 mat- 96h de croissance  

végétative 

La souche �Pa_1_14230 mat- est 

cultivée sur un milieu M2 couvert de 

cellophane. 

5 RT-qPCR 
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2.2 Extraction des ARN 

 Les extractions d’ARN ont été réalisées à l’aide du kit RNeasy Mini Kit de Qiagen 

(Qiagen, Hilden, Germany) à partir de 60 à 80 mg de matériel biologique. Le protocole du 

fournisseur a été optimisé pour produire des ARN de qualité adaptée aux expériences de 

microarray et une digestion à la DNase a été ajoutée systématiquement (Annexe 2). 

La quantité, la qualité et la pureté des ARN ont été contrôlées par plusieurs approches 

complémentaires : 

1) Vérification de la qualité des ARN totaux par électrophorèse sur gel d’agarose : deux 

bandes correspondant aux ARNs ribosomiques 18S et 28S doivent être observées avec 

un rapport 1:2. Une dégradation partielle se traduit par l’apparition de fragments de 

faible poids moléculaire. 

2) La quantité de produit initiale est calculée avec le spectrophotomètre NanoDrop ND-

1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, USA), permettant par la même occasion 

de vérifier la pureté des ARN par les rapports d’absorbance A260/A280 et 

A260/A230. Ces rapports doivent être supérieurs à 1.8. 

3) L’intégrité des préparations d’ARN est vérifiée avec le Bioanalyzer Agilent 2100 

(Agilent, Santa Clara, USA). Les ARN sont déposés sur une puce Agilent RNA 6000 

Nano LabChip et analysés avec le Bioanalyzer. Cette technique permet ainsi de 

détecter une éventuelle dégradation des ARN, mais elle permet également de vérifier 

qu’il n’y a pas de contamination par de l’ADN génomique. 

3. Microarray et analyse des données 

 Le marquage et l’hybridation se font selon la procédure « Two-Color Microarray-

Based Gene expression Analysis » (version 5.0 February 2007, Agilent, Santa Clara, USA) 

qui comprend notamment les étapes suivantes : 

3.1 Etapes de marquage 

 Les ARNm (environ 1% de la totalité des ARN totaux extraits) permettent d'obtenir 

des ADNc par transcription inverse en présence d’une reverse transcriptase (MMLV-RT), 

d’un oligonucléotide d’amorces poly dT et d’un promoteur T7 polymérase. Ces ADNc vont 

servir par la suite comme matrice pour synthétiser les ARNc en utilisant la T7 RNA 

polymérase qui va incorporer simultanément le CTP couplé à un fluorochrome soit Cyanine 3 

(Cy3) pour les échantillons testés soit le Cyanine 5 (Cy5) pour la référence (Annexe 1).  

 Les ARNc marqués sont ensuite purifiés sur colonne (Qiagen, Hilden, Germany) afin 

d’éliminer les colorants non incorporés qui risquent d’augmenter le bruit de fond. Les ARNc 
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marqués sont mélangés à 350 µl du tampon RLT (RNeasy Lysis Buffer) (Qiagen, Hilden, 

Germany), la préparation est ensuite déposée sur la colonne pendant 2 min puis centrifugée 30 

sec à 13000 rpm à 4 C°. Après l’élimination du filtrat, la colonne est lavée avec 500 µl du 

tampon de lavage additionné d’éthanol 96 % (RPE) et centrifugée 1 min à 13000 rpm à 4 C°. 

Cette opération est réalisée 2 à 3 fois afin d’augmenter la qualité des cibles. La colonne est 

séchée pendant 2 min à 13000 rpm à 4 C° en utilisant un nouveau tube collecteur ; on procède 

à deux élutions avec 30 µl d’eau (nucléase free) et 2 min de centrifugation à 13000 rpm à 4C°.  

3.2 Qualification des cibles 

 Une fois la synthèse et le marquage des cibles réalisés, une vérification de la qualité 

des produits d’amplification obtenue est nécessaire avant l’étape d’hybridation sur une lame: 

� La quantité des produits d’amplification ainsi que le taux d’incorporation des 

Cyanines sont calculés à l’aide du spectrophotomètre NanoDrop. Un spectre 

d’absorption entre 200 nm et 700 nm permet de doser les cibles marquées: 260 nm 

pour les ARNc, 550 nm pour le Cy3 et 650 nm pour le Cy5 

� Le profil électrophorétique des cibles d’ARNc réalisé soit au Bioanalyseur soit sur 

gel d’agarose permet de vérifier l’homogénéité d’incorporation des fluorochromes 

et de visualiser les fluorochromes non incorporés. 

3.3 Etapes d’hybridation 

 La puce à ADN de P. anserina utilisée lors de ce travail est composée de polymères de 

60 nucléotides (60 mers) complémentaires de régions spécifiques aux 10546 CDS identifiées 

dans le génome. Chaque CDS est représentée quatre fois sur une array et chaque lame 

présente quatre arrays (format 4X44K, Agilent Technologies). La conception et la fabrication 

de ces puces a été décrite dans l’article (Bidard et al. 2010).  

 Après avoir déterminé le volume des ARNc marqués nécessaire pour l’hybridation 

(825 ng), le couple de cibles Cy3 et Cy5 est mélangé. Le tampon de fragmentation est ajouté 

et incubé à 60 C° pendant 30 min. La réaction est arrêtée par l’ajout du tampon d’hybridation. 

L’hybridation est effectuée pendant 17 h à 65 C° dans un four à rotation (10 rpm). Pour 

chaque lame il faut vérifier la circulation du mélange d’hybridation et l’absence des bulles 

d’air stationnaire. Les lames sont ensuite lavées successivement dans le bain n°1 [Gene 

expression Wash buffer1, 1 min à température ambiante], le bain n°2 [Gene expression Wash 

buffer 2, 1 min à 37 C°] séchées par centrifugation pendant 20 sec et maintenues à l’obscurité 

avant d’être placées dans le scanner pour la lecture. 
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3.4 Scan, analyses des images et extraction des données brutes 

 La première étape d’acquisition des données est l’obtention des images par la 

détection de la fluorescence émise à la surface de la puce après excitation des fluorochromes. 

Cette étape réalisée à l’aide du scanner Agilent Microarray s’effectue en deux scans successifs 

avec des niveaux différents d’amplification des photomultiplicateurs (PMT (Photo Multiplier 

Tube) 100 et 10 %) permettant d’augmenter la gamme dynamique des intensités. 

 Afin de vérifier la qualité et la propreté des lames, les images obtenues sont 

visualisées grâce à un logiciel d’acquisition des images Feature Extraction (FE v9.5.3, Agilent 

Technologies) qui utilise le protocole GE2-v4_95_Feb07. Ce logiciel permet par la suite la 

conversion de l’intensité de la fluorescence en données numériques, l’identification et filtrage 

des spots et l’estimation du bruit de fond. Un contrôle qualité est effectué à partir des données 

obtenues par la vérification de la dynamique du signal, les contrôles de calibration, l’équilibre 

entre signaux rouge et vert et la variation des intensités de la référence dans chaque array.  

 Les images obtenues sont colorées artificiellement, un spot de couleur verte indique un 

gène dont le niveau d'expression est plus élevé dans l'échantillon marqué avec le Cy3 que 

celui marqué avec le Cy5, et inversement. Le spot apparaît jaune lorsque le gène est exprimé 

de manière identique dans les deux échantillons comparés. 

3.5 Normalisation des données 

 La normalisation des données est réalisée par la méthode Lowess (Locally weighted 

scatter plot smoothing). Cette méthode permet de prendre en compte la non-linéarité existant 

entre les signaux rouges et verts. Pour chaque valeur Ai (l’abondance relative de transcrits) 

(1/2 log (R*V)) une correction est calculée en tenant compte d’un ensemble de point situé 

dans le voisinage de Ai, une courbe de normalisation ajustée est calculé par régression linéaire 

locale (Dietz et al.). 

3.6 Analyse différentielle 

 Le rapport d’intensité obtenue dans les deux conditions doit nous permettent 

d’identifier les gènes différentiellement exprimés. Toutefois, une analyse statistique (t-test) 

robuste est nécessaire pour connaître le niveau de confiance accordé à chacun de ces résultats. 

Cette étape est effectuée à l’aide du logiciel MAnGO (Marisa et al. 2007). Dans l’analyse, 

l’approche Bayesienne est employée pour réaliser un t-test pour chaque gène, l'hypothèse 

nulle "La différence d'expression entre les deux souches est nulle" est testée contre 

l'hypothèse alternative "La différence d'expression entre les deux souches est non nulle". Le 

test permet d’obtenir un niveau de confiance (p-value) sur le résultat. Par la suite la méthode 
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d’ajustement des p-values, FDR (False Discovery Rate) de Benjamini et Hochberg peuvent 

être utilisées. L’analyse différentielle permet d’obtenir pour chaque gène des informations qui 

permettront d’évaluer la fiabilité des résultats. Les critères les plus importants sont :   

- la p-value ajustée (la significativité statistique du signal par rapport au bruit de fond)  

- le niveau de variation d’expression ou Fold Change (FC=intensité du rouge/intensité 

de vert)  

- l’abondance relative des transcrits A (A= ½ log (intensité de Rouge*intensité du 

vert)). 

4. Annotation des gènes et recherche des orthologues 

 Les séquences protéiques sont collectées à l’aide de leur numéro "Pa" sur le site 

http://podospora.igmors.u-psud.fr/padb/index.php. La fonction de chaque protéine est ensuite 

recherchée sur la banque non redondante NCBI avec BLASTp http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.  

 Les gènes à HMG box de P. anserina sont annotés par analyse comparative aux gènes 

HMG box connus chez N. crassa 

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/Pfam.html.  

 La présence des orthologues des gènes étudiés chez d’autres champignons est 

examinée par FUNGIpath (Grossetete et al. 2010) sur le site http://embg.igmors.u-

psud.fr/fungipath/. 

5. Stratégies de délétion 

 La construction des cassettes de délétion est réalisée selon deux techniques 

différentes : 

 La première méthode consiste à cloner le gène de résistance à l’hygromycine (hph) 

dans un plasmide linéaire contenant les régions 3’ et 5’ du gène cible. Le plasmide est issu de 

la banque plasmidique fabriquée dans le projet de séquençage du génome de P.anserina. Il 

porte un insert génomique de 3 kb contenant la CDS à invalider et le gène de résistance à 

l’ampicilline. Un plasmide linéaire sans le gène cible est généré par PCR en utilisant des 

amorces complémentaires aux séquences bordant la CDS en 5’ et 3’. Le site AscI est ajouté en 

5’ des 2 amorces. La cassette hph est amplifiée par PCR à partir du vecteur pBcHygM avec le 

couple d’amorce 5_CPC1_Mlu (5’- gcgacgcgtccgagatgcgccgcgtgc-3’) et 3_Trpc_Mlu (5’-

gtcacgcgtagaggatcctctagcta-3’), puis le produit PCR résultant est digéré par l’enzyme de 

restriction MluI permettant la ligation dans le plasmide linéaire préalablement digéré par AscI. 

Le plasmide pBCHygM est un dérivé de pBC-hygro (Silar 1995) qui a perdu le site MluI dans 

le terminateur trpC. 
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 La deuxième technique est fondée sur la méthode de délétion adoptée chez 

Neurospora crassa (Colot et al. 2006) qui utilise la propriété de clonage par recombinaison 

chez la levure. Les régions 3’ et 5’ adjacentes au gène cible, la cassette hph et le vecteur 

linéaire sont assemblés dans la levure grâce son système de recombinaison homologue, cette 

technique comprend plusieurs étapes détaillées dans l’annexe 3: 

1- Amplification de 1 kb des régions 3’et 5’ adjacentes au gène cible avec deux couples 

d’amorces chimères 5f+5r et 3f+3r: 5r et 3f contiennent 29 nucléotides homologues à 

la cassette hph dans leur régions 5’ alors que 5f et 3r possèdent un site AscI et 29 

nucléotides homologues au vecteur de levure dans la région 5’. La PCR est réalisée 

avec la polymérase Pfu au lieu de la LA Taq utilisée dans le protocole décrit par Colot 

et collaborateurs (Colot et al. 2006) afin de minimiser les erreurs d’amplification. 

2- Amplification de la cassette hph à partir du plasmide pMOcosX grâce au couple 

d’amorces hphf et hphr.  

3- Linéarisation du vecteur de levure (pRS426) par digestion enzymatique. 

4- Cotransformation de levure (W303) par les régions 3’ et 5’ adjacentes au gène cible, la 

cassette hph et le plasmide pRS426 linéaire. 

5- Extraction du vecteur recombinant et validation de la structure par PCR. 

6- Amplification du vecteur recombinant dans E. coli au lieu d’une amplification par 

PCR utilisée dans le protocole décrit par Colot et collaborateurs (Colot et al. 2006) 

afin d’éviter les mutations engendrées par la PCR . 

7- Extraction du vecteur recombinant et linéarisation de la cassette de délétion par AscI. 

8- Transformation de P. anserina par la cassette de délétion. Le protocole de 

transformation est décrit sur le site http://podospora.igmors.u-psud.fr/methods.php . 

Les transformant résistants à l’hygromycine sont sélectionnés et analysés par Southern 

Blot. Les souches KO sont ensuite purifiées par croisement. 

6. Analyses phénotypiques 

 Plusieurs caractéristiques phénotypiques ont été examinées chez tous les mutants à 

différents stades de développement 

- La fertilité des mutants a été étudiée en croisements hétérozygotes et homozygotes : 

différentiation des organes femelles, la fécondation, développement des périthèces et 

production des ascospores. Une estimation de la production de microconidies et de leur 

pouvoir fécondant a été réalisée pour chaque mutant selon la méthode suivante : les 

microconidies sont collectées par lavage de la surface d’une culture de 7 jours en M2 gélosé 

avec 2 ml d’eau stérile ; 1 ml d’une dilution 1/500 est utilisée pour féconder une culture 



�

�	

sauvage de type sexuel complémentaire ; le nombre de périthèces obtenus est comparé au 

témoin réalisé dans les mêmes conditions avec une culture sauvage. La répartition des 

périthèces sur un thalle en croissance de chaque mutant a été determinée en inoculant un 

broyat de mycelium de souches mat+ et mat- du mutant au centre d’une boite de Petri 

contenant du milieu M2. 

- La croissance et la morphologie du mycélium de chacun des mutants sont analysées par 

comparaison avec la souche sauvage. Dans le milieu minimum standard la source de carbone 

est de la dextrine, un mélange de polyosides issus de l’hydrolyse de l’amidon.  La croissance 

et la fertilité sont également testées sur papier Whatmann constitué de cellulose, une source de 

carbone plus complexe.  

- La sensibilité aux inhibiteurs suivants a été analysée: le calcofluor qui agit sur la paroi, le 

fludioxonil qui agit sur l’osmorégulation, le SDS qui agit sur la membrane plasmidique et la 

caféine qui est un inhibiteur de phosphodiesterase. 

7. Séquençage des souches 

7.1 Cultures 

 Les souches fmr1
-
 (mat-), fpr1

- (mat+) et wt mat- sont cultivées sur rond de cellophane 

Bio Rad en milieu minimum M2 pendant 3 jours à 27 C°. Le mycélium est prélevé par 

grattage à l’aide d’une lamelle. 

7.2 Extraction de l’ADN 

 1 à 3 g de mycélium est broyé rapidement dans un mortier contenant de l’azote 

liquide. Le broyat est repris dans 1 volume de tampon CTAB 2X préchauffé à 65 C° auquel 

on ajoute un volume de chloroforme. Après centrifugation 5 min à 4000 rpm la phase aqueuse 

est prélevée et on y ajoute 1/5 volume de tampon CTAB 5X puis 1 volume de chloroforme. 

Le tout est mélangé délicatement et centrifugé 5 min à 4000 rpm. La phase aqueuse contenant 

l’ADN est précipité par ajout de 1 volume de tampon CTAB de précipitation. L’ensemble est 

incubé 1 h à température ambiante, centrifugé 5 min à 3000 rpm, le culot d’ADN est repris 

dans 2 ml de TE (Tris EDTA) et 1 M NaCl. L’ADN est à nouveau précipité en ajoutant 2 

volumes d’éthanol 95 %. La «pelote» formée est lavée dans de l’éthanol 70 % puis séchée et 

reprise dans 4 ml de TE. 

CTAB 2X 2% de cetyltrimethylammonium bromide 
100 mM Tris (pH8) 
20 mM EDTA (pH8) 
1.4 M NaCl 
1% Polyvinyl pyrolidone 40 
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CTAB 5X 5% de CetylTrimethylAmmonium Bromide 
0.7 M NaCl 

CTAB précipitation  1% de CetylTrimethylAmmonium Bromide 
50 mM Tris (pH8) 
10 mM EDTA (pH8) 

7.3 Purification de l’ADN en gradient de chlorure de césium  

 Cette technique réalisée à partir de l’ADN extrait précédemment permet de séparer 

l’ADN génomique de l’ADN mitochondrial. 

 On rajoute 1,15 g de chlorure de césium (CsCl) et 4 µl de DAPI par ml de solution 

d’ADN (la densité du mélange doit être d=1.65). Le mélange est transféré dans des tubes 

QuickSeal (Beckman). Les tubes sont scellés puis centrifugés à 50000 rpm pendant 20 h à 20 

C°. A l’aide des UV on visualise détecte la bande supérieure, qui correspond à l’ADN 

mitochondrial, et la bande inférieure, qui correspond à l’ADN nucléaire. Cette dernière est 

prélevée à l’aide d’une seringue. Le DAPI est éliminé par addition de 1ml de solution d’alcool 

isoamylique saturé en CsCl à 1,15 g/ml, cette opération est répétée plusieurs fois jusqu'à 

disparition de la fluorescence due au DAPI. Les échantillons sont ensuite dialysés à 4 C° 

pendant 72 h pour éliminer le chlorure de césium.  

7.4 Construction des banques d’ADN et séquençage 

 Les trois banques WT mat-, fpr1
-
mat+ et fmr1

-
mat- ont été construites grâce au 

protocole Illumina décrit dans l’annexe 4. 

 L’ADN génomique (10 µg) est fragmenté par nébulisation à la plateforme de 

séquençage à haut débit à Gif sur Yvette (IMAGIF). Cette technique a permis d’obtenir des 

fragments inferieurs à 800 pb. Les fragments d’ADN sont réparés et des séquences 

adaptatrices sont ajoutées à leurs extrémités. Le mélange réactionnel est mis à migrer par 

électrophorèse et les fragments d’environ 300 pb sont purifiés. L’enrichissement en fragments 

possédant les bonnes séquences adaptatrices est réalisé par PCR en ajoutant des index qui 

vont servir à trier les souches pendant l’analyse bioinformatique.  

 Un aliquot des fragments purifiés est cloné dans le vecteur de clonage PCR4blunt-

TOPO du kit de clonage Zero Blunt TOPO d’Invitrogen. Après transformation dans des 

bactéries compétentes, les clones positifs ayant intégrés le plasmide recombinant ont été 

sélectionnés par PCR. L’ADN plasmidique des clones positifs a été ensuite isolé par 

purification grâce au kit QIAprep® Spin Miniprep (QIAGEN) selon le protocole fourni avec 

le kit. Finalement la séquence du plasmide purifié a été obtenue et vérifiée par séquençage 

effectué par le service Single Express de Beckman Coulter Genomics. 
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 La banque est validée si au moins 7 clones sur les 10 analysés ont les deux 

adaptateurs, l’index exact (Annexe 4) et un fragment d’ADN de P. anserina d’environ 300 

pb. Après cette confirmation de la structure des inserts, le séquençage des trois souches (fpr1
-
, 

fmr1
- 

et wt mat-) est réalisé à la plateforme de Séquençage à haut débit IMAGIF. Les 

alignements du génome de chaque souche mutante avec le génome de la souche de référence 

ont été effectués par Claire Kuchly (pateforme eBio, plate-forme Bioinformatique de 

l'Université Paris Sud). 

8. Acquisition, analyse et alignement des séquences 

 Les séquences d’acides aminés des protéines à domaine HMG sont collectées à partir 

des sites spécifiques de chaque espèce (Annexe 5) ou à partir de NCBI 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi , ces séquences sont premièrement analysées par pfam 

http://pfam.sanger.ac.uk/ afin d’identifier leur domaine HMG puis alignées par clustalW 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ et MEGA4 (Tamura et al. 2007) pour sélectionner 

précisément les 80 acides aminés du domaine HMG. Les alignements finaux sont visualisés 

par JALVIEW (Waterhouse et al. 2009). La localisation cellulaire des protéines HMG est 

réalisée sur http://wolfpsort.org/.  

9. L’analyse phylogénique 

 Les analyses phylogénétiques ont été effectuées par la méthode TREEFINDER (Jobb 

et al. 2004) selon la démarche décrite dans l’article (Martin, 2010). 

10. PCR quantitative 

10.1 RT-PCR 

 Les ARN totaux ont été extraits suivant le protocole indiqué en Annexe 2, puis reverse 

transcrit avec la Superscript III (Invitrogen, Carlsbad, USA) en utilisant des oligo dT suivant 

les indications du fournisseur. 

10.2 Choix des amorces  

Les amorces spécifiques pour la PCR quantitative ont été dessinées pour chacun des 

gènes étudiés à l’aide du logiciel Primer Premier 5 (Premier Biosoft). Des amorces 

spécifiques du transcrit sont dessinées à cheval sur deux exons consécutifs quand la structure 

du gène le permet. Pour les deux gènes sans introns mfm et mfp, nous avons inclus un contrôle 

avec des ARN non reverse transcrits afin de déterminer le niveau de contamination des 

préparations d’ARN par de l’ADN génomique. 
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10.3 Contrôle de l’efficacité et spécificité de la PCR  

 L’efficacité est calculée par la méthode des dilutions sérielles (1/10, 1/100 et 1/1000) 

faites à partir d’un mélange des ADNc de toutes les souches dans toutes les conditions. La 

régression des points sur la droite Cq = f(conc) doit être > 0.99 et l’efficacité > 80 %. La 

spécificité des amorces est vérifiée par une courbe de fusion réalisée en fin de PCR ; la 

présence d’un seul pic indique que l’amplification est spécifique. 

10.4 RT-qPCR  

 Le mélange réactionnel est composé d’ADNc (2 µl), de 2X FastStart Universal SYBR 

Green (5 µl) (Roche Diagnostics), d’amorces sense et antisense (1 µl) 5 pmol/µl et d’eau (2 

µl) « RNase-free ». Les conditions PCR sont celles préconisées par Roche Diagnostics : 

dénaturation 10 min à 95 C°, 45 cycles (10 sec à 95 C°, 30 sec à 60 C° et lecture des plaques), 

la réaction est terminée par une courbe de fusion (15 sec à 95 C°, refroidissement rapide 

jusqu’à 65 C°, puis montée progressive lente de la température jusqu’à 95 C°). Chaque plaque 

comporte les échantillons d’ADNc examinés pour chaque gène étudié (pour mfm et mfp ont 

ajoute aussi les échantillons d’ARN non reverse transcrits), les trois dilutions sérielles pour 

vérifier l’efficacité et un contrôle négatif. Toutes les conditions testées sont représentées par 

au moins cinq replicats biologiques. Les gènes de normalisation sont choisis avec le logiciel 

geNorm parmis dix gènes de ménage : AS1 (Pa_1_16650, protéine ribosomal S12), CIT1 

(Pa_3_6780, citrate synthétase), GPD (Pa_3_5110, glycéraldéhyde phosphate 

déshydrogénase), H2A (Pa_5_5390, histone H2A), LEU1 (Pa_7_8770, 3-isopropylmalate 

dehydrogenase), PAH1 (Pa_2_6460, facteur de transcription à homéodomaine), PDF2 

(Pa_7_6690, sous unité régulatrice d’une phosphatase), TIP41 (Pa_7_8490, phosphatase 

activator), TBP (Pa_4_8980, TATA box binding protein), UBC (Pa_4_7790, ubiquitine). La 

normalisation et l’analyse statistique sont effectuées par REST 2009 (Qiagen, Hilden, 

Germany).  

11. Annotation structurale de Pa_1_13940 

 Pour déterminer la position des introns dans le gène Pa_1_13940, les amorces 

13940_F 5’-gttacctgtcggcttcaatg-3’ et 13940_R 5’-ctgtgctgctcaaccgaaag-3’ ont été utilisées 

pour l’amplification des ADNc de Pa_1_13940 à partir des ARN extraits des souches 

sauvages mat+ et mat-. Les fragments amplifiés ont été purifiés puis séquencés.  
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1. Introduction 

 Le développement sexué des ascomycètes heterothalliques est initié par l’interaction 

entre deux cellules ou organes sexuellement compatibles. Cette compatibilité sexuelle est sous 

le contrôle des types sexuels déterminés par les gènes présents au locus mat. La détermination 

du type sexuel a été largement étudiée chez les levures S. cerevisiae et S. pombe. Chez ces 

deux espèces, les gènes mat codent des facteurs de transcription qui régulent l’expression des 

gènes impliqués dans la détermination du type cellulaire, en particulier les systèmes 

phéromones/récepteurs. Chez ces deux levures, les voies de régulation apparaissent de prime 

abord très différentes. Un des facteurs contribuant à cette différence est certainement la perte 

d’un régulateur à domaine HMG chez S. cerevisiae, cette perte étant compensée par la mise 

en place d’un nouveau circuit de régulation (voir chapitre I paragraphe 2.3.2). Pour les 

champignons filamenteux, les analyses génétiques effectuées chez P. anserina indiquent que 

les systèmes de régulation des types sexuels sont différents de ceux des levures, mais on ne 

disposait d’aucune vue complète du rôle des gènes mat dans la détermination du type sexuel, 

comme cela est le cas chez les levures. Pour apporter cette vue d’ensemble, une étude globale 

des gènes régulés par les facteurs de transcription MAT a été réalisée chez le champignon 

filamenteux P. anserina avec une approche microarray. 

 P. anserina est un champignon héterothallique, il possède deux types sexuels mat+ et 

mat- contrôlés chacun par une séquence spécifique. L’idiomorphe mat+ contient un seul gène : 

FPR1; l’idiomorphe mat- contient trois gènes: FMR1, SMR1 et SMR2 (voir chapitre I paragraphe 

2.2.3.2). Pendant la fécondation, FPR1 (mat+) et FMR1 (mat-) contrôlent la reconnaissance 

entre le gamète mâle et l’organe femelle (Coppin et al. 1993). Dans une souche mat+, FPR1 

agit comme activateur des fonctions spécifiques mat+ et comme répresseur des fonctions 

spécifiques mat-, alors que chez une souche mat-, FMR1 agit comme activateur des fonctions 

spécifiques mat-, et à l’aide de SMR2, il réprime les fonctions spécifiques mat+ (Arnaise et 

al. 2001). Les gènes SMR1 et SMR2 ne sont pas nécessaires pour la fécondation, mais pour 

des étapes ultérieures (Debuchy et al. 1993). Des études précédentes ont identifié seulement 

deux gènes cibles de FPR1 et FMR1. Ces gènes cible codent les précurseurs des phéromones 

MFM et MFP qui sont spécifiquement exprimés dans mat- et mat+ respectivement. Depuis 

aucun autre gène cible n’a été identifié. 

2. Résumé des résultats et additions non publiées 

  La comparaison du profil transcriptomique des souches mat+ et mat- compétentes 

pour la fécondation a permis d’identifier 157 gènes. L’analyse des résultats de microarray des 

souches mutantes fpr1
-
 et fmr1

-
 a révélé que ces 157 gènes cibles peuvent être soit réprimés, 
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soit activés par FMR1 et/ou FPR1, ou sous le contrôle du polymorphisme lié au locus mat 

(Figure 20). Ces expériences ont aussi détecté 10 gènes activés ou réprimés au même niveau 

dans mat+ et mat- (Figure 21). 

 

 

  
Figure 20: Organigramme de la classification des gènes différentiellement exprimés entre les souches mat+ et 
mat-. Parmi les 157 gènes différentiellement exprimés entre le sauvage mat+ et le sauvage mat-, les gènes 
contrôlés par FPR1 ou FMR1 sont les gènes différentiellement exprimés dans la comparaison WT mat+/fpr1

- ou 
dans la comparaison WT mat-/fmr1

- respectivement. Les gènes activés par FPR1 ou FMR1 sont les gènes dont 
les FC�2 dans les comparaisons WT mat+/fpr1

- ou 
 WT mat-/fmr1

- respectivement. Les gènes réprimés par FPR1 
ou FMR1 sont les gènes dont les FC	-2 dans les comparaisons WT mat+/fpr1

- ou 
 WT mat-/fmr1

- respectivement. 
La comparaison du mutant fpr1

- au mutant fmr1
- révèle l’existence des gènes dont l’expression est sous 

l’influence du polymorphisme lié au locus mat, ces gènes ne sont pas régulés par FPR1 et FMR1.    
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Figure 21: Organigramme de la classification des gènes contrôlés de la même façon par FPR1 et FMR1.  
Un gène contrôlé au même niveau par FPR1 et FMR1 ne sera pas différentiellement exprimé dans la 
comparaison du sauvage mat+ au sauvage mat-. Par contre, il est différentiellement exprimé dans les 
comparaisons du sauvage mat+ au mutant fpr1

- et dans la comparaison du sauvage mat- au mutant fmr1
-. 

   
  Dans l’ensemble de ces 167 gènes, nous avons deleté 32 gènes, choisis selon trois 

critères. Nous avons délété systématiquement les gènes qui avaient une transcription 

différentielle très élevée entre mat+ et mat-. Nous avons également délété des gènes qui 

n’avaient pas un différentiel de transcription très élevé, mais qui étaient interessants pour leur 

conservation chez d’autres champignons, ou pour leur fonction (facteurs de transcription, 

phosphodiestarase). Seuls les mutants des récepteurs de phéromones ont des défauts pendant 

la fécondation. Nous avons également identifé un gène dont la délétion est létale. 

  Des recherches partielles de gènes cibles de facteur de transcription MAT ont été 

publiées chez Gibberella moniliformis (Keszthelyi et al. 2007) et Sordaria macrospora 

(Pöggeler et al. 1997). Nous avons utilisé ces résultats pour la recherche d’une éventuelle 

conservation des gènes cibles mat entre ces espèces. Les comparaisons des gènes cibles des 

facteurs de transcription MAT de G. moniliformis et S. macrospora avec ceux de P. anserina 

révèlent un nombre significatif de gènes cibles communs entre ces espèces, mais ces gènes 

ont des profils transcriptomiques différents. Par exemple, le gène crea est sur-exprimé dans la 

souche mat+ de P. anserina et sous-exprimé dans la souche équivalente (mat1-2) de G. 

moniliformis. D’autre part, en comparant les listes de gènes cibles chez P. anserina et G. 
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moniliformis, j’ai découvert que chez P. anserina, bien souvent ce n’est pas l’orthologue du 

gène cible de G. moniliformis qui est lui-même un gène cible, mais un gène voisin (résultats 

non publiés). J’ai examiné les 160 orthologues des genes cibles de G. moniliformis, et j’ai 

retrouvé cette situation dans 119 cas (Annexe 6 : Recherche des gènes cibles de P. anserina 

adjacents aux orthologues des gènes cibles de G. moniliformis).  

 Au cours des expériences microarray, on a remarqué que le nombre des gènes 

différentiellement exprimés dans la comparaison entre la souche sauvage mat+ et le mutant 

fpr1
- est beaucoup plus élevé (571 gènes) que celui obtenu dans la comparaison entre les 

souches sauvages mat+ et mat-. On a fait la même observation avec la comparaison entre la 

souche sauvage mat- et la souche mutante fmr1
- (232 gènes). Cette situation anormale pourrait 

s’expliquer s’il y avait beaucoup de gènes controlés de la même façon par les types sexuels 

mat+ et mat- . La comparaison des mutants fpr1
- et fmr1

- exclut cette hypothèse, puisque là 

encore, on observe un excès de gènes différentiellement transcrits (394 gènes). Une autre 

hypothèse serait que le processus de recombinaison homologue en contexte AKU lors de la 

préparation des mutants fpr1
- et fmr1

- aurait un effet mutateur. Cette hypothèse s’appuie sur 

les observations allant dans ce sens de Fu et al (Fu et al. 2011). Pour tester cette hypothèse, 

j’ai resequencé l’ADN génomique des mutants fpr1
- et fmr1

- . Le séquençage de la souche 

mutante fpr1
- (voir matériels et méthodes) n’a révélé aucune mutation dans les 571 gènes 

identifiés dans la comparaison mat+/ fpr1
-. Une analyse similaire a été réalisé sur la 

comparaison mat-/fmr1
-
, dans les 232 gènes differentiellement exprimés entre mat- et fmr1

- 

aucune muataion n’a été detectée. 

3. Discussion  

 En utilisant une approche microarry nous avons identifié des cibles potentielles des 

facteurs de transcription FPR1 et FMR1. Dans cette approche, le profil transcriptomique des 

souches mat+ et mat- sauvage fait apparaitre un nombre très élevé de gènes différentiellement 

exprimés entre les deux souches par rapport à celui obtenu chez S. pombe et S. cerevisiae. 

Chez S. cerevisiae, seulement 11 gènes cibles ont été identifiés dont six gènes spécifiques des 

cellules a et cinq gènes spécifiques des cellules �. Chez S. pombe, 16 gènes cibles ont été 

identifié dont 12 gènes spécifiques des cellules M et quatre gènes spécifiques des cellules P 

(voir tableau 2). Chez P. anserina nous avons identifié 157 gènes differentiellement exprimés 

entre mat+ et mat-. Plusieurs de ces gènes interviennent dans le métabolisme général et n’ont 

aucune relation avec la fécondation. De nombreux autres gènes ont une fonction inconnue, 

l’invalidation d’un certain nombre d’entre eux suggère qu’ils n’ont pas de fonction directe 

dans la fécondation. Deux hypothèses ont été proposées pour expliquer ces résultats. La 

première hypothèse est basée sur l’observation que P. anserina est une espèce pseudo-
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homothallique, où les deux types de noyaux cohabitent dans le même mycelium. On peut 

donc supposer qu’une complémentation métabolique s’est mise en place entre les noyaux 

mat+ et mat- pour favoriser leur co-existence. La deuxième hypothèse est basée sur le rôle du 

mycelium dans l’élaboration de la fructification (Debuchy et al. 2010). Cette hypothèse 

suppose que le grand nombre de gènes controlés par les deux types sexuels pourraient 

préparer le développement des périthèces en mobilisant les ressources du mycelium.  

 Dans la liste des gènes différentiellement exprimés entre les types sexuels opposés 

chez P. anserina, S. cerevisiæ et S. pombe, nous avons identifié des orthologues communs 

(Tableau 5): 

- Les gènes codant les précurseurs de phéromones : Chez P. anserina, ces gènes ont les 

différentiels d’expression les plus élevés (144 pour mfp et –51 pour mfm). De plus, les 

niveaux des intensités normalisées de ces gènes (Intensité de mfp 10795, Intensité de 

mfm: 196734) sont comparables à ceux de gènes connus pour être fortement exprimés 

dans P. anserina (Intensité de GPD 55376, Intensité de EF1A 76733). Cette forte 

expression des précurseurs de phéromones peut être expliquée par le fait que les 

phéromones doivent être secrétées en grande quantité dans le milieu afin d’atteindre le 

partenaire de type sexuel opposé. Toutefois, il est aussi possible que les transcrits 

subissent des régulations soit traductionnelle (présence du motif conservé avant le 

codon d’initiation de traduction de gène mfp) soit post traductionnelle (au niveau des 

étapes de maturation). 

- Les gènes codant les récepteurs de phéromones spécifiques du type sexuel opposé. 

- Le gène codant le transporteur nécessaire pour la sécrétion de la phéromone 

hydrophobe. 
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Tableau 5: Comparaison entre les gènes spécifiques impliqués dans la fécondation chez S. pombe, S. cerevisiæ et 
P. anserina. Les gènes spécifiques des cellules a et � de S. cerevisiæ sont décrits dans (Galgoczy et al. 2004). 
Les gènes spécifiques des cellules P et M de S. pombe sont décrits dans  (Mata and Bähler 2006). 

 Les agglutinines sont nécessaires pour l’adhésion des cellules reproductives pendant la 

fécondation et jouent un rôle important à cette étape chez S. cerevisiae et S. pombe, où chaque 

type cellulaire exprime une agglutinine spécifique. Chez P. anserina, j’ai identifié une famille 

multigénique d’agglutinines, mais aucun de ces gènes ne présente une expression 

différentielle entre mat+ et mat-. Plusieurs hypothèses sont possibles pour expliquer l’absence 

des gènes agglutinines dans les gènes différentiellement exprimés entre mat+ et mat-: 

- Les souches mat+ et mat- utilisent les mêmes agglutinines. 

- Les agglutinines sont spécifiques mat+ ou mat- mais l’expression de leurs gènes 

n’augmente qu’au moment de l’adhésion des cellules reproductives. 

- L’expression des gènes qui codent les agglutinines se fait au niveau des cellules de 

trichogyne où à lieu l’adhésion et on n’arrive pas à la détecter car ce tissu est 

minoritaire dans l’échantillon analysé. 

 Les cellules a de S. cerevisiae et M de S. pombe utilisent des protéases spécifiques 

pour dégrader les phéromones hydrophiles du type sexuel opposé. Chez S. cerevisiae cette 

dégradation est utilisée pour limiter la mort cellulaire engendré par la forte concentration des 

phéromones hydrophiles dans le milieu (Zhang et al. 2006). Chez P. anserina, on trouve un 

gène qui appartient à une famille multigénique codant des protéases (Pa_6_7350 ; FC=-6.56). 

S. pombe S. cerevisiae P. anserina 
Fonction de la protéine 

Cellules M Cellules a mat+ 

Phéromone 
mfm1 

mfm2 

mfm3 

MFA1 

MFA2 
mfp 

Récepteur de phéromone mam2 STE2 PRE2 

Protéase sxa2 BAR1 - 

Agglutinine SPAP11E10.02c AGA2 - 

Farnesyltransferase � cwp1 - Pa_2_9270 

Farnesyltransferase � - - Pa_4_7760 

Methyltransferase mam4 - Pa_7_9690 

Transporteur de phéromones mam1 STE6 Pa_5_11640 

 Cellules P Cellules � mat- 

Phéromone map2 
MF�1 

MF�2 
mfm 

Récepteur de phéromone map3 STE3 PRE1 

Protéase - - Pa_6_7350 

Agglutinine SPBC21D10.06c SAG1 - 
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Ce gène est fortement exprimé dans la souche mat- équivalente aux cellules � de S. cerevisiae 

et P de S. pombe. Pa_6_7350 n’a pas d’orthologues dans S. cerevisiae et S. pombe. Si la 

protéase Pa_6_7350 a la même fonction que Sax2p et BAR1p, cette protéine serait donc 

nécessaire pour dégrader la phéromone hydrophobe mfp, ce qui constituerait une différence 

importante par rapport aux systèmes levures. Cette inversion du système de dégradation 

suggère que la phéromone hydrophobe est présente en grande quantité à proximité des 

souches mat-. 

 Les gènes KEX2 et KEX1 codent des protéases qui sont impliquées dans la maturation 

des phéromones hydrophiles MFα1p et 2 chez S. cerevisiae (Davey et al. 1998). Une analyse 

de l’expression de leur orthologue chez P. anserina montre que ces gènes ne sont pas 

différentiellement exprimés entre la souche mat+ et mat-. Ces résultats suggèrent que ces 

gènes ne sont pas exprimés spécifiquement chez les souches mat- ou que leur différentiel 

d’expression est trop faible pour être détecté. Une situation identique est observée chez S. 

cerevisiae et S. pombe. J’ai également analysé l’expression des orthologues des gènes de S. 

cerevisiae qui sont nécessaires pour la maturation des phéromones hydrophobes MFA1p et 2. 

Les gènes qui codent les transférases des chaines aliphatiques qui sont ajoutées post-

traductionnellement à mfp sont bien surexprimés chez mat+ par rapport à mat- (RAM1p, 

farnesyltransferase B Pa_4_7760 ; STE14p, protéine-S-isoprenylcysteine O-methyltransferase 

Pa_7_9690). Le gène codant la farnesyltransferase α (RAM2, Pa_2_9270) est en dessous du 

cutoff pour le fold-change, mais avec une p-value très significative. En revanche, comme pour 

la maturation de la pheromone mfm, les gènes codant les protéases (RCE1p, Pa_7_2280; 

AFC1p/STE24p, Pa_2_9310; STE23p, Pa_7_6640) ont le même niveau d’expression dans les 

deux souches. Il est possible que les protéases soient déjà exprimées à un niveau 

suffisamment elevé dans les souches mat+ et mat-, parce qu’elles ont de nombreuses 

fonctions en dehors de la biogenèse des phéromones. Il ne serait donc pas nécessaire de les 

surexprimer pour répondre à ce besoin. 

 La comparaison entre les résultats des études de transcriptomique réalisées chez G. 

moniliformis et S. macrospora avec ceux obtenus chez P. anserina révèle un nombre 

significatif des cibles communes entre ces espèces. Cependant ces gènes communs ne sont 

pas régulés de la même façon chez ces trois espèces. Il y a deux explications possibles à ces 

observations : 1) un effet métabolique, par exemple la mobilisation des nutriments pour le 

développement des fructifications. Un même ensemble de gène est mobilisé, mais suivant des 

modalités différentes d’une espèce à l’autre, pour arriver au même résultat. 2) le point 

important est la conservation d’un site de fixation pour les facteurs de transcription codés par 

les gènes mat, indépendamment de la fonction du gène et du fait qu’il soit activé ou réprimé. 
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Cette dernière hypothèse pourrait être en accord avec les résultats indiquant que 119 

orthologues des cibles de MAT1-2-1 chez G. moniliformis possèdent au moins un gène 

adjacent régulé par FPR1 chez P. anserina (Annexe 6). Une analyse avec MEME serait 

nécessaire pour identifier la présence d’un éventuel site de fixation commun à tous ces gènes. 

 Le dernier point non élucidé de cette analyse est le problème de l’excès des gènes 

différentiellement transcrits chez les mutants fpr1
- et fmr1

- par rapport à ce que l’on trouve 

entre les souches mat+ et mat-. J’ai écarté l’hypothèse d’un effet mutateur du contexte 

génétique AKU qui est utilisé lors des constructions de mutants. Il reste encore une hypothèse 

d’artefact, liée à la senescence de P. anserina (Espagne et al. 2008). En effet, on ne peut pas 

exclure que les souches fpr1
- et fmr1

- soient engagées dans la sénescence, à des étapes 

différentes de ce processus accéleré par leur génotype particulier, et que les differences 

transcriptomiques observées révèlent les différences physiologiques lièes à cet état. Pour 

tester cette hypothèse, il faudrait recroiser les mutants pour les régénérer et refaire les 

analyses transcriptomiques. Il convient de noter cependant que cette hypothèse ne remet pas 

en cause les conclusions essentielles de cet article, puisque il repose sur l’analyse de 157 

gènes différentiellement transcrits entre deux souches WT mat+ et WT mat-, qui ont été 

préparées pour réduire les risques du déclenchement du processus de sénescence au cours des 

expériences.  
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Chapitre IV : Recherche transcriptomique des 

gènes cibles des facteurs de transcription 

contrôlant la reconnaissance internucléaire chez 

Podospora anserina 
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1. Introduction  

 Chez tous les champignons filamenteux ascomycètes ayant un cycle sexué, la 

production d’une descendance normale dépend de la reconnaissance internucléaire (RI). Ce 

processus a été reconnu dès 1956 par Papazian, qui a proposé qu’à l’intérieur de l’organe 

femelle, les noyaux mâles et femelles doivent avoir des phénotypes différents déterminés par 

les gènes des types sexuels (Papazian 1956).  

 Chez P. anserina suite à la fécondation les noyaux d’origine mâle et femelle se 

divisent dans l’organe femelle et donnent naissance à des cellules plurinucléées. Dans ces 

cellules, les noyaux mat+ et mat- migrent ensemble vers les hyphes ascogènes. Une fois dans 

les hyphes ascogènes les deux noyaux se divisent par mitose et maintiennent le rapport 1:1 de 

chaque noyau parental. Finalement les deux noyaux fusionnent et subissent immédiatement la 

méiose qui engendre une descendance ayant le rapport Mendélien attendu de chaque type 

sexuel (Debuchy 1999). Des études génétiques et moléculaires (voir chapitre I paragraphe 

2.2.3) ont montré que les gènes des types sexuels FPR1, FMR1 et SMR2 contrôlent la 

reconnaissance internucléaire, mais les mécanismes mis en jeu au cours de cette étape sont 

encore inconnus. Deux modèles différents sont proposés pour expliquer l’action des facteurs 

de transcription codés par ces gènes mat au moment de la reconnaissance internucléaire : 

 Le modèle 1 dit d’identité nucléaire propose que dans la cellule plurinucléée 

(syncytium), chaque noyau mat+ et mat- porte une identité propre basée sur la présence de 

protéines spécifiques contrôlées par les facteurs de transcription FPR1 chez mat+, et FMR1 et 

SMR2 dans mat- (Figure 22). 

• Dans un noyau mat+, FPR1 active les fonctions mat+ nécessaires à la RI, mais il 

réprime aussi les fonctions mat- impliquées dans la RI. Le noyau mat+ exprime 

uniquement et spécifiquement une identité nucléaire mat+. 

• Dans un noyau mat-, FMR1 active les fonctions mat- nécessaires à la RI. La 

répression des fonctions mat+ nécessaires pour la RI est assurée par FMR1 et SMR2. 

Le noyau mat- exprime uniquement et spécifiquement une identité nucléaire mat-. 
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Figure 22: Modèle de l’identité nucléaire. L’activation est représentée par une flèche, la répression est 
représentée par une barre. 

 Le modèle 2 dit de ségrégation aléatoire est basé sur la formation d’un complexe de 

facteurs de transcription FPR1, FMR1 et SMR2. Ce nouveau régulateur retourne dans les 

noyaux mat+ et mat- afin d’activer les gènes nécessaires à la formation des hyphes ascogènes 

(Figure 23).  

• Dans un noyau mat+, FPR1 réprime les gènes nécessaires à la formation des hyphes 

ascogènes. Au moment de la reconnaissance internucléaire, FPR1 forme un complexe 

avec FMR1 et SMR2 pour activer l’expression des gènes nécessaires à la formation 

des hyphes ascogènes. 

• Dans un noyau mat-, FMR1 et SMR2 répriment les gènes nécessaires à la formation 

des hyphes ascogènes. Au moment de la reconnaissance internucléaire, FMR1 et 

SMR2 forment un complexe avec FPR1 pour activer l’expression des gènes 

nécessaires à la formation des hyphes ascogènes. 
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Figure 23: Modèle de ségrégation aléatoire. L’activation est représentée par une flèche, la répression est 
représentée par une barre. 

 Les approches gènes candidats, pariant sur le rôle des systèmes phéromones/récepteurs 

dans le modèle 1, ont abouti à la conclusion que ces gènes cibles n’étaient pas impliqués dans 

ce processus (Coppin et al. 2005). Les approches génétiques sans a priori se sont soldées par 

des échecs, probablement en raison de la complexité du processus de reconnaissance 

internucléaire. 

 Afin d’identifier les cibles des facteurs de transcription MAT impliqués dans la RI et 

comprendre les mécanismes de régulation mis en jeu durant cette étape, nous avons utilisé 

une approche microarray. Dans cette approche, on a comparé le profil transcriptomique de 

deux croisements, l’un n’exprimant que les gènes cibles mat+, l’autre que les gènes cibles 



�

A�

mat-. Le croisement sauvage a été inclus comme témoin dans cette comparaison. Nous avons 

interprété les résultats de microarray en appliquant l’un ou l’autre modèle pour établir deux 

listes de gènes cibles potentiels des facteurs de transcription MAT. Nous avons délété certains 

gènes cibles des deux listes pour déterminer si les mutants nuls obtenus se comportaient en 

croisement selon les prédictions du modèle. 

2. Résultats et discussion 

2.1 Choix du temps de prélèvement des croisements pour 

l’analyse de la reconnaissance internucléaire  

 La reconnaissance internucléaire entre les noyaux mat+ et mat- se déroule entre 

l’étape de la fécondation et la formation des crochets. F. Bidard et V. Berteaux-Lecellier, qui 

ont effectué une analyse cytologique du développement des périthèces sauvages de la 

fécondation à la maturation des ascospores (résultats non publiés), ont identifié les premiers 

crochets 30 heures après la fécondation. Ces cellules en crochet sont issues des hyphes 

ascogènes qui prennent naissance après la RI. En conséquence nous avons étudié la RI 30 h 

après la fécondation.  

2.2 Recherche des gènes impliqués dans la reconnaissance 

internucléaire selon le modèle dit « d’identité nucléaire » 

2.2.1 Principe de comparaison 

 Le principe de l’identification des gènes d’identité nucléaire (modèle 1) consiste à 

comparer deux croisements qui n’expriment chacun qu’une seule identité nucléaire (Liste 1 ; 

Figure 24). Le croisement n’exprimant que l’identité nucléaire mat+ implique une souche 

sauvage mat+ et un partenaire mat- portant des mutations fmr1
- et smr2

-, c'est-à-dire un 

croisement fmr1
-
smr2

-
 X WT mat+. Dans ce croisement, les mutations dans FMR1 et SMR2 

conduisent à une perte de l’expression de l’identité nucléaire mat-. Le croisement n’exprimant 

que les gènes spécifiques mat- implique une souche WT mat- et un partenaire mat+ portant 

une mutation fpr1
-, c'est-à-dire un croisement fpr1

-
 X WT mat-. La comparaison des profils 

transcriptomiques des différents croisements, appuyée par l’analyse d’un croisement WT, doit 

permettre l’identification des gènes impliqués dans l’identité nucléaire. 
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Figure 24: Plan de comparaison des croisements utilisés dans l’étude de la reconnaissance internucléaire selon le 
modéle1. Les chiffres en vert représentent le nombre des gènes différentiellement exprimés entre deux 
croisements.  

 Les souches mutantes fpr1
- et fmr1

- 
smr2

-
 contiennent des mutations perte-de-fonction 

dans les gènes FPR1 et FMR1 (voir matériels et méthodes). Donc ces souches sont incapables 

de féconder ou d’être fécondées. La fécondation est restaurée grâce à l’expression transitoire du 

gène FPR1 (type sexuel mat+) ou FMR1 (type sexuel mat-) à partir d’un vecteur autoréplicatif 

pFAC1 (Barreau et al. 1998) présent dans le parent mâle. Ce vecteur est rapidement perdu dans 

l’organe femelle après la fécondation en l’absence de pression de sélection. En conséquence, nous 

avons utilisé la souche mutante fpr1
- contenant le vecteur pFACFPR1 comme parent mâle 

pour féconder la souche sauvage mat-. D’une façon similaire, la souche fmr1
- 
smr2

- contenant 

le plasmide pFACFMR1 a été utilisée comme mâle pour féconder la souche sauvage mat+. 

Dans un souci de simplification, l’indication des vecteurs pFACFPR1 et pFACFMR1 est 

omise dans les croisements. 

2.2.2 Analyse transcriptomique et identification des gènes candidats 

 Les ARN ont été extraits à partir des croisements cultivés sur toile à blutter 30 h après 

fécondation, puis ils ont été préparés pour l’hybridation sur les puces à ADN de P. anserina 

(voir matériels et méthodes). 

 Le profil transcriptomique du croisement fpr1
-
 X WT mat- est comparé à celui du 

croisement fmr1
-
smr2

-
 X WT mat+ (Figure 24). Les gènes sont définis comme surexprimés 

dans le croisement fpr1
-
 X WT mat- si leur niveau d’expression affiche un fold change �2 avec 

une p-value 	 0.001 dans la comparaison fpr1
-
 X WT mat- par rapport au croisement fmr1

-

smr2
-
 X WT mat+ (Liste 1). Réciproquement dans la même comparaison, les gènes sont 

définis comme surexprimés dans le croisement fmr1
-
smr2

-
 X WT mat+ si leur niveau 

d’expression affiche un fold change 	-2 avec une p-value 	 0.001. La comparaison a identifié 

���

���� ����	ABCD���

	ABCD���

	ABCD���

�E�

� fpr1- X � WT mat- 
Gènes spécifiques mat- 

� WT mat+ X �WT mat- 
Gènes spécifiques mat- 

Gènes spécifiques mat+ 

� fmr1- smr2- 
X �WT mat+ 

Gènes spécifiques mat+ 

� WT mat- X � WT mat+ 
Gènes spécifiques mat- 

Gènes spécifiques mat+ 
	ABCD���
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une liste de 43 gènes (Liste 1, Figure 24) dont 19 sont surexprimés dans le croisement fpr1
-
 X 

WT mat- et 24 sont surexprimés dans le croisement fmr1
- 
smr2

-
 X WT mat+. 

 Afin d’affiner nos analyses, les résultats transcriptomiques du croisement sauvage � 

WT mat+ X � WT mat- et de son croisement réciproque � WT mat- X � WT mat+ ont été 

inclus dans nos comparaisons. Ces croisements sauvages ont été réalisés au cours d’une étude 

cinétique du développement du périthèce (F. Bidard et V. Berteaux-Lecellier, résultats non 

publiés). Le profil transcriptomique du croisement � fpr1
-
 X � WT mat- est comparé avec 

celui de � WT mat+ X � WT mat- (Liste 2, Figure 24) et le profil transcriptomique du 

croisement � fmr1
- 
smr2

-
 X � WT mat+ est comparé à celui de � WT mat- X � WT mat+ 

(Liste 3, Figure 24). Le nombre de gènes des listes 2 et 3 est très élevé. La liste 2 compte 217 

gènes. Ce nombre important de gènes était attendu dans la mesure où l’on compare un 

croisement mutant � fpr1
-
 X � WT mat- bloqué au stade RI à un croisement sauvage � WT 

mat+ X � WT mat- qui progresse au delà de cette étape. Parmis les 217 gènes de la liste 2, 73  

sont surexprimés dans le croisement � fpr1
-
 X �WT mat- et 144 gènes sont surexprimés dans 

le croisement � WT mat+ X � WT mat- . La liste 3 compte 459 gènes dont 180 gènes 

surexprimés dans le croisement � fmr1
-
smr2

-
 X � WT mat+ et 279 gènes surexprimés dans le 

croisement � WT mat- X � WT mat+. La comparaison des deux croisements sauvages fait 

apparaître 26 gènes différentiellement exprimés (Liste 4) dont 11 sont retrouvés dans la liste1. 

 Selon le modèle 1 les gènes cibles impliqués dans la RI doivent se trouver dans la liste 

1 (Figure 24). Nous avons inclus une comparaison avec les croisements sauvages pour affiner 

l’analyse et préciser si les gènes cibles candidats étaient activés ou réprimés. Nous avons pu 

ainsi classer les 43 gènes de la liste 1 en 5 classes (Tableau 6) sur la base de leur présence ou 

absence dans les 3 autre listes établies sur la base des comparaisons de la Figure 24. Par 

exemple 11 gènes sont retrouvés dans la liste 4 (Tableau 6, colonne de gauche). Ils sont donc 

différentiellement exprimés dans des croisements sauvages quand le partenaire femelle est de 

type sexuel différent. Ces gènes « sous effet femelle » listés dans le tableau 7 ont été identifiés 

comme différentiellement exprimés entre les souches mat+ et mat- au stade de fécondation 

(Bidard et al. 2011) sauf Pa_1_19540 et Pa_1_910. 
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Listes Gènes sous 

l’effet femelle 

Gènes cibles 

FPR1 

Gènes cibles 

FMR1 et 

SMR2 

Gènes cibles de 

FPR1, FMR1 et 

SMR2�

Gènes non 

définis 

Liste1 + + + + + 

Liste2 0 + 0 + 0 

Liste3 0 0 + + 0 

Liste4 + 0 0 0 0 

Nombre de 

gènes 

11 

+4* 

7 

+1* 

12 

+6* 

1 12* 

Tableau 6: Classification des 43 gènes différentiellement exprimés entre le croisement � fpr1
-
 X � WT mat- et le 

croisement � fmr1
-
smr2

-
 X � WT mat+. 

"0" pas de régulation ; "+" activation ou répression. Liste 1 : � fpr1
-
 X �WT mat-/� fmr1

-
smr2

-
 X � WT mat+ ; 

liste 2 : � WT mat+ X � WT mat- /fpr1
-
 X � WT mat-; liste 3 : � WT mat- X � WT mat+/� fmr1

-
smr2

-
 X �WT 

mat+ ; liste 4 : � WT mat+ X � WT mat-/� WT mat- X �WT mat+.+.* reclassement de 11 des 12 gènes de la 
catégorie «non définis» *(discuté dans le texte). 
 
 

Gene number Fonction FC liste 1 FC liste 4 Classe a 

Pa_2_2310 mat+ specific pheromone precursor encoded by the mfp gene -83,9 -65,63 4 

Pa_1_24410 Putative SAM-dependent methyltransferases -11,04 -5,35 4 

Pa_1_19170 (�) Unknown function -3,48 -3,13 1 

Pa_4_1380 Putative Pheromone receptor -3,58 -2,58 4 

Pa_0_1270*(�) Unknown function -3,3 -1,84 3 

Pa_1_18670 (�) Unknown function -3,23 -2,24 1 

Pa_7_4100 Unknown function -3,29 -2,04 4 

Pa_4_7760* Putative farnesyltransferase subunit beta -2,35 -1,8 4 

Pa_1_19540 (�) Putative transporter 2,17 2,09 - 

Pa_1_910* Putative monooxygenase 2,1 1,58 - 

Pa_1_6014*(�) Unknown function 2,1 1,9 1 

Pa_6_7350 Putative Aspartic protease 2,14 3,52 2 

Pa_mito_nad6 Putative NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 6 2,21 3,84 1 

Pa_mito_nad1 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 3,07 4,02 1 

Pa_1_8290 mat- specific pheromone precursor encoded by the mfm gene 20,79 32,07 5 

Tableau 7: Liste des gènes différentiellement exprimés par un effet femelle dans la comparaison � fpr1
-
 X � WT 

mat-/� fmr1
-
smr2

-
 X � WT mat+ (liste 1) et dans la comparaison � WT mat+ X � WT mat-/� WT mat- X � WT 

mat+ (liste 4).  
a Classe des gènes impliqués dans la fécondation voir article (Bidard et al. 2011) : (1) gènes différentiellement 
exprimé entre mat+ et mat- sous l’effet de SNP (single nucleotide polymorphism) lié aux types sexuels; (2) 
gènes différentiellement exprimé entre mat+ et mat- sous l’effet de : SNP lié aux types sexuels, FPR1 et FMR1 ; 
(4) cible de FPR1 ; (5) cible de FMR1. 
(�) gènes sélectionnés pour la délétion dans l’analyse de la RI. 
* gènes initialement classés dans la catégorie «non définis». 
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 La liste 1 contient aussi bien les gènes cibles activés ou réprimés par FPR1 et 

FMR1/SMR2. La comparaison du croisement sauvage � WT mat+ X � WT mat- exprimant 

les gènes spécifiques mat+ et les gènes spécifiques mat-, avec le croisement � fpr1
-
 X � WT 

mat- n’exprimant que les gènes spécifiques mat- (Liste 2) permet d’identifier les gènes cibles 

de FPR1 parmi les gènes de la liste 1 (Tableau 6; Figure 24). Parmi ces cibles, les gènes 

activés par FPR1 sont les gènes qui accumulent plus de transcrits dans le croisement sauvage 

que dans le croisement � fpr1
-
 X � WT mat- (FC �2 dans la comparaison la liste 2). 

Inversement, les gènes réprimés par FPR1 ont un FC	-2 dans la même comparaison. Un 

raisonnement similaire est utilisé dans le cas des gènes cibles FMR1 et SMR2 (Tableau 6). 

L’ensemble des gènes cibles de FPR1 et FMR1/SMR2 est présenté dans le tableau 8. Le gène 

Pa_5_1490 est commun aux listes 1 (FC= 2; P= 0), 2 (FC= 4,17; P= 0) et 3 (FC= 9,88; P= 0). 

Il semble être sous le contrôle de FPR1, FMR1 et SMR2 (Tableau 6). 

Gene number  Function Fold Change liste1 FPR1 a FMR1 et SMR2 b 

Pa_5_6970 (�) unknown function 2,81 R 0 

Pa_5_6960 (�) unknown function 2,72 R 0 

Pa_2_130* (�) unknown function 2,47 0 A 

Pa_5_10560 (�) unknown function 2,45 0 A 

Pa_1_5940 (�) unknown function 2,43 0 A 

Pa_6_6990* (�) Putative Glycoside Hydrolase Family 18 2,41 0 A 

Pa_2_7580* (�) Putative protein FAM62B 2,31 0 A 

Pa_2_11900 
Glucose-repressible protein encoded by the 

PaGrg1 gene 
2,29 0 A 

Pa_4_6000 (�) unknown function 2,26 0 A 

Pa_2_10300*(�) unknown function 2,07 0 A 

Pa_4_977 (�) unknown function 2,06 0 A 

Pa_2_7630*(�) unknown function -2 0 R 

Pa_7_1380 Putative oxidoreductase -2,02 0 R 

Pa_2_4890*(�) unknown function -2,03 A 0 

Pa_6_9980 (�) unknown function -2,08 0 R 

Pa_1_13080*(�) Putative transporter -2,23 0 R 

Pa_3_10200 (�) unknown function -2,23 0 R 

Pa_5_6340 
mitochondrial medium-chain specific acyl-

CoA dehydrogenase precursor  
-2,32 0 R 

Pa_1_17960 (�) insecticidal toxin complex protein  -2,56 A 0 

Pa_5_12020 (�) unknown function -2,66 A 0 

Pa_1_17947 (�) unknown function -2,67 A 0 

Pa_1_17942 (�) unknown function -2,69 A 0 

Pa_5_3115 (�) unknown function -2,85 0 R 

Pa_5_3110 (�) unknown function -3,03 0 R 

Pa_3_8000 (�) unknown function -3,18 0 R 

Pa_6_9560  pisatin demethylase -4,69 A 0 

Tableau 8 : gènes régulés par FPR1 chez mat+ et par FMR1 et SMR2 chez mat-. Le fold change est obtenu dans 
la comparaison � fpr1

-
 X � WT mat-/� fmr1

-
smr2

-
 X � WT mat+ 

 a "A" gènes activés par FPR1 ; "R" gènes réprimés par FPR1. 
 b "A" gènes activés par FMR1 et SMR2;"R" gènes réprimés par FMR1 et SMR2. 
(�) Gènes sélectionnés pour la délétion dans l’analyse de la RI. 
* gènes initialement classés dans la catégorie «non définis». 
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 Les 12 gènes de la liste 1 ont été classés comme non définis dans la mesure où dans les 

autres comparaisons leur FC est > -2 ou < 2. Six gènes ont un FC proche de la valeur du cut-

off -2 <FC< -1.5 ou 1.5 <FC< 2 dans la liste 3 (Tableau 6 et 8), par exemple Pa_2_7580 (FC= 

1.94, P= 0). La p-value associée au FC est très significative ce qui indique qu’ils sont 

contrôlés par FMR1 et SMR2. De même, le gène Pa_2_ 4890 semble être sous le contrôle de 

FPR1 en se basant sur son FC=1.93 et P= 0 dans la liste 2 (Tableau 6 et 8). Quatre autres 

gènes possèdent un FC proche de la valeur du cut-off -2 <FC< -1.5 ou 1.5 <FC< 2 et une p-

value significative dans la liste 4, exemple Pa_1_6014 (FC= 1.9 et P= 0,00585). Donc ces 

quatre gènes peuvent être classés parmi les gènes sous l’effet femelle. En fait, à part le gène 

Pa_1_910 qui est différentiellement transcrit au stade périthèce 30 h, les trois autres gènes 

(Pa_1_6014, Pa_0_1270 et Pa_4_7760) sont différentiellement exprimés entre mat+ et mat- 

au stade de fécondation (Bidard et al. 2011) (Tableau 7). Le gène Pa_3_3350 a un FC <1.5 ou 

FC > -1.5 dans les listes 2, 3 et 4, et s’avère être le seul gène non défini. En conclusion, parmi 

les 12 gènes initialement considérés comme non définis, six gènes sont contrôlés par FMR1 et 

SMR2, un gène est contrôlé par FPR1 et quatre gènes résultent de l’effet maternel.  

2.2.3 Fonctions des gènes 

 D’après l’annotation fonctionnelle du génome de P. anserina, 50 % des gènes 

différentiellement exprimés entre les croisements � fpr1
-
 X � WT mat- et � fmr1

-
smr2

-
 X � 

WT mat+ ont une fonction inconnue et la caractérisation des gènes connus est très succincte. 

 Afin de déterminer la fonction de ces gènes et leurs rôles dans la RI, nous avons 

procédé à une analyse comparative de leurs séquences avec celles d’autres ascomycètes 

modèles et à une annotation fonctionnelle selon la base des données COG (Clusters of 

Orthologous Groups). L’analyse des gènes cibles spécifiques FPR1 (Tableau 8, Annexe 7) 

montre l’existence de deux clusters de gènes, l’un est réprimé par FPR1 (Pa_5_6960 et 

Pa_5_6970) avec une fonction inconnue, et l’autre activé par FPR1 (Pa_1_17942, 

Pa_1_17947 et Pa_1_17960). Pa_1_17960 possède un domaine RhsA (COG3209) que l’on 

trouve dans des protéines impliquées dans la biogenèse de l’enveloppe cellulaire. Le gène 

Pa_1_17942 possède un paralogue Pa_5_12020 qui est lui aussi activé par FPR1. La pisatine 

diméthylase codée par Pa_6_9560 est activée par FPR1 et impliquée dans plusieurs processus 

biologiques notamment la biosynthèse des métabolites secondaires. En ce qui concerne les 

gènes cibles de FMR1 et SMR2 (Tableau 8, Annexe 7) on trouve plusieurs protéines 

spécifiques P. anserina (Pa_3_8000, Pa_6_9980, Pa_5_10560 et Pa_4_977) dont les 

fonctions sont inconnues. On trouve aussi un cluster de gènes Pa_5_3110 et Pa_5_3115 

réprimé par FMR1 et SMR2 et présent uniquement chez les Pezizomycotina. Le Pa_2_11900 
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est l’orthologue de ccg-1de N. crassa. Le gène ccg-1 est impliqué dans le contrôle du rythme 

circadien, la délétion de ce gène chez N. crassa n’a aucun effet sur le développement sexué 

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/. 

 Dans la liste 1 les seuls gènes identifiés comme étant impliqués dans le développement 

sexué de P. anserina sont les gènes qui codent les phéromones et le récepteur de phéromone 

mfm qui appartiennent à la classe des gènes différentiellement exprimés sous l’effet femelle 

(Tableau 7) (Bidard et al. 2011). Dans cette classe on trouve aussi le gène Pa_4_7760 qui 

code la farnesyltransferase (Annexe 7). 

2.2.4 Construction de mutants de délétion des gènes cibles 

 Des gènes cibles de FPR1 et des gènes cibles de FMR1 et SMR2 ont été sélectionnés 

pour la délétion et l’analyse phénotypique (Tableau 8). Les gènes ayant un rôle majeur dans le 

métabolisme n’ont pas été sélectionnés. 

 Dans le cas du modèle 1, on attend que la délétion d’un gène cible de FPR1 bloque la 

reconnaissance internucléaire quand elle est présente dans un parent mat+. Cette même 

délétion dans un parent mat- ne devrait avoir aucun effet. Inversement, la délétion d’un gène 

cible de FMR1 et SMR2 devrait bloquer la reconnaissance internucléaire dans un parent mat- 

et n’avoir aucun effet dans un parent mat+. 

 Au total, 15 souches délétées pour les gènes cibles ont été construites et examinées 

pour leur fertilité mâle et femelle et pour leur développement sexué. L’analyse phénotypique 

indique qu’aucune des souches mutantes n’a de défaut dans le développement sexué. 

 Un certain nombre de gènes « sous effet femelle » communs aux listes 1 et 4 avaient 

déjà été délétés dans l’étude précédente (voir chapitre III, Annexe 7). Trois gènes de cette 

catégorie ont été délétés (Tableau 7) ainsi que 10 gènes de la catégorie «gènes non définis» 

(Tableau 7 et 8). En résumé aucune délétion n’a affecté la reconnaissance internucléaire. 

2.3 Recherche des gènes impliqués dans la reconnaissance 

internucléaire selon le modèle dit de « ségrégation aléatoire » 

2.3.1 Principe de comparaison et analyse des gènes 

 L’échec de la recherche suivant le modèle d’identité nucléaire m’a conduit à appliquer 

le modèle de ségrégation aléatoire à l’analyse des données (modèle 2). 

 Les gènes nécessaires à la formation des hyphes ascogènes sont exprimés dans les 

deux noyaux mat+ et mat-. Afin de les identifier, il faut comparer un croisement où le 

complexe FPR1/FMR1/SMR2 est absent avec un croisement où il est présent. Le croisement où 

le complexe FPR1/FMR1/SMR2 est absent implique une souche fpr1
- ou fmr1

-
smr2

- et un 
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partenaire sauvage de type sexuel opposé. Le croisement formant le complexe 

FPR1/FMR1/SMR2 implique une souche sauvage mat- et un partenaire sauvage mat+. 

 Selon le modèle 2, les gènes nécessaires à la formation des hyphes ascogènes sont les 

gènes différentiellement exprimés entre le croisement sauvage �WT mat+ X �WT mat- et le 

croisement � fpr1
-
 X � WT mat- (Liste 2). Ces gènes doivent être également 

différentiellement exprimés entre le croisement sauvage � WT mat- X � WT mat+ et le 

croisement � fmr1
-
smr2

-
 X � WT mat+ (Liste 3). Dans la liste 1 et la liste 4 les gènes 

nécessaires à la formation des hyphes ascogènes ne doivent pas être différentiellement 

exprimés. En effet, dans la liste 1 on compare deux croisements qui ne forment pas le 

complexe FPR1/FMR1/SMR2 et aucun gène nécessaire à la formation des hyphes ascogènes 

n’est exprimé. Dans la liste 4 on compare deux croisements formant le complexe 

FPR1/FMR1/SMR2 et tous les gènes nécessaires à la formation des hyphes ascogènes sont 

exprimés (Figure 25). 

 
Figure 25 : Plan de comparaison des croisements utilisés dans l’étude de la reconnaissance internucléaire selon le 
modèle 2.  

 154 gènes sont communs entre la liste 2 et la liste 3, dont 113 gènes accumulent plus 

de transcrits dans les croisements sauvages que dans les croisements � fpr1
-
 X � WT mat- et 

� fmr1
-
smr2

-
 X � WT mat+ et 41 gènes accumulent plus de transcrits dans les croisements � 

fpr1
-
mat+ X � WT mat- et �fmr1

-
smr2

-
mat- X �WT mat+ que dans les croisements 

sauvages. 

2.3.2 Fonctions des gènes 

 Comme dans le cas de l’analyse fonctionnelle des gènes impliqués dans la RI selon le 

modèle 1, la majorité des gènes de la liste des gènes nécessaires à la formation des hyphes 

ascogènes ont des fonctions inconnues. Le reste des gènes interviennent dans différents 

processus biologiques (Annexe 8). Le processus de transduction de signal (Pa_1_18840), le 

transport et le trafic cellulaire (Pa_6_1130), le métabolisme énergétique (Pa_5_11750)�et la 
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transcription (Pa_1_16130).�Certains de ces gènes ont des orthologues chez S. cerevisiae et N. 

crassa qui sont impliqués dans le développement sexué: YDR403W l’orthologue de 

Pa_7_190 code une enzyme qui intervient dans la maturation de l’enveloppe des spores. 

YDR371W l’orthologue de Pa_5_3290 code une chitinase impliquée dans la sporulation et 

l’orthologue de Pa_1_22370 chez N. crassa (NCU07325) code une protéine spécifique à la 

conidiation. 

2.3.3 Analyse phénotypique et délétion des gènes cibles  

 12 gènes de la liste des gènes nécessaires à la formation des hyphes ascogènes sont 

sélectionnés pour la délétion et l’analyse phénotypique (Tableau 9, Annexe 8). Ces gènes ont 

un FC �2 dans la comparaison � WT mat+ X � WT mat-/� fpr1
-
 X � WT mat- (Liste 2) et la 

comparaison � WT mat- X � WT mat+/� fmr1
-
smr2

-
 X � WT mat+ (Liste 3). Ils possèdent 

des orthologues dans les champignons ayant une étape de reconnaissance internucléaire dans 

leur cycle. Les gènes ayant un rôle majeur dans le métabolisme n’ont pas été sélectionnés 

pour les délétions. 

Gene number Fonction 
FC 

Liste 2 
FC 

Liste 3 

Pa_1_290 Unknown function 7,53 16,49 

Pa_1_540 Unknown function 7,36 9,57 

Pa_1_21670 Unknown function 6,42 12,69 

Pa_6_11710 Unknown function 5,98 9,17 

Pa_1_18840 Unknown function 5,68 10,37 

Pa_5_940 Unknown function 5,59 6,98 

Pa_4_2080 Unknown function 5,44 9,81 

Pa_1_3290 Unknown function 5,14 6,14 

Pa_5_90 Unknown function 5,02 5,78 

Pa_1_18880 Unknown function 4,91 7,73 

Pa_1_17250 Unknown function 4,85 4,69 

Pa_6_1130 Putative Annexin 4,58 5,82 
Tableau 9: Les génes sélectionnés pour la délétion dans la liste des gènes nécessaires à la formation des hyphes 
ascogènes. 

 Selon le modèle 2, on attend que la délétion d’un gène nécessaire à la formation des 

hyphes ascogènes affecte la RI quand elle est localisée dans les deux parents mat+ et mat-. 

L’analyse de la fertilité mâle et femelle, du développement de périthèces et de la production 
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d’ascospores dans des croisements homozygotes pour chaque délétion n’a révélé aucun 

phénotype particulier par comparaison à un croisement sauvage. 

3. Conclusion  

 Les étapes contrôlées par les protéines régulatrices FPR1, FMR1 et SMR2 au cours de 

la reproduction sexuée sont maintenant bien déterminées mais les mécanismes mis en jeu sont 

inconnus. Le problème que nous voulons résoudre est le mécanisme de la RI. Les approches 

génétiques, destinées à rechercher des gènes cibles des facteurs de transcription MAT 

impliqués dans la RI ont toutes échouées. Devant ces échecs, nous avons choisi de rechercher 

ces gènes cibles par une autre méthode que les méthodes génétiques en utilisant une approche 

microarray. 

 Dans cette étude, nous avons analysé le transcriptome des périthèces issus de deux 

croisements, l’un entre un mutant fpr1
- et un partenaire sauvage mat- et l’autre entre un 

mutant fmr1
-
smr2

- et un partenaire sauvage mat+. Le profil transcriptomique de chaque 

croisement mutant est comparé d’une part à celui de l’autre croisement mutant et d’autre part 

à un croisement témoin sauvage. 

 Nos résultats montrent une grande complexité du système d’analyse. Les résultats ont 

été interprétés selon deux modèles. Dans le premier modèle, dit d’identité nucléaire, chaque 

noyau possède une identité spécifique constituée par des molécules spécifiques des noyaux 

mat+ ou spécifiques des noyaux mat-. Selon ce modèle, 8 gènes spécifiques mat+ et 18 gènes 

spécifiques mat- ont été identifiés, mais aucun de ces gènes n’a une fonction déjà décrite dans 

le développement sexué. Le deuxième modèle est basé sur la coopération entre un noyau 

mat+ et un noyau mat- pour former un complexe des facteurs de transcription FPR1, FMR1 et 

SMR2. Ce régulateur contrôlerait les gènes nécessaires à la formation des hyphes ascogènes 

contenant les deux noyaux mat+ et mat-. Selon ce modèle, 154 gènes communs entre mat+ et 

mat- ont été identifiés dont certains ont des fonctions potentielles dans plusieurs processus 

biologiques. Nous avons tenté de valider expérimentalement successivement chacun de ces 

deux modèles. Aucune des 46 souches mutantes construites ne présente un défaut du 

développement sexué. En conclusion aucun des deux modèles n’a pu être validé et le 

mécanisme de la RI reste encore à découvrir. 

 Il existe plusieurs explications possible à cet echec : soit plusieurs mutations sont 

nécessaires pour affecter la RI, soit nous n’avons pas sélectionné la bonne liste des gènes 

nécessaire à la RI, soit la régulation de la RI par les facteurs de transcription MAT implique 

un troisième modèle plus complexe que les deux modèles proposés. Si une approche 

transcriptomique devait être refaite, il conviendrait d’utiliser un matériel biologique plus 
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spécifique du stade que nous étudions. En effet, nous avons utilisé un mélange constitué de 

fragment de mycelium et de périthèces entiers, incluant à la fois l’enveloppe d’origine 

maternelle et le centrum constitué des tissus sexués où a lieu la RI. Des techniques de 

microdissection laser sont actuellement developpées par le laboratoire de Minou Nowrousian 

pour isoler des cellules spécifiques des champignons et appliquer les nouvelles méthodes de 

RNAseq http://homepage.ruhr-uni-bochum.de/Minou.Nowrousian/projects.html. Cette 

technique permettrait d’isoler le centrum et de focaliser l’analyse transcriptomique sans être 

géné par l’effet maternel. Je propose également de déterminer le site de fixation de FPR1, 

FMR1 et SMR2 par des approches moléculaires, ce qui nous aidera à sélectionner facilement 

leurs cibles dans les listes des gènes obtenus. Enfin il faut étudier la relation de FPR1, FMR1 

et SMR2 avec d’autres facteurs de transcription susceptibles de contrôler la RI. 
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Chapitre V : Etude des gènes à HMG box chez 

Podospora anserina 
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1. Introduction 

 Le développement sexué chez les champignons est relativement complexe et nécessite 

l’intervention de plusieurs régulateurs transcriptionels et de nombreux gènes cibles. Chez S. 

cerevisiae et S. pombe un grand nombre de gènes qui affectent le développement sexué ont 

été identifiés: les gènes qui codent les phéromones et leurs récepteurs, la machinerie de 

transduction du signal [protéine G, protéines kinases phosphorylant les protéines MAP 

(Mitogen Activated Proteins), adenylate cyclase, protéine kinase A dépendante de l’AMPc 

(PKA)] et les gènes qui codent les régulateurs de l’expression des gènes nécessaires pour la 

conjugaison et les étapes ultérieures. Certaines de ces protéines régulatrices possèdent un 

domaine de fixation à l’ADN notamment le domaine HMG (High Mobility Group). 

 Les protéines à domaine HMG appartiennent au groupe des protéines HMGB 

caractérisés par la présence d’un domaine de fixation à l’ADN très conservé, constitué 

d’environ 80 acides aminés, et structuré en trois hélices alpha adoptant la forme générale d’un 

L. Cette structure permet la fixation de la protéine sur le petit sillon de la double hélice 

d’ADN (voir chapitre I partie 3) et aboutit à la courbure de l’ADN qui est contraint entre la 

grande et la petite branche du L. Les protéines à domaine HMG sont classées en fonction du 

nombre de domaines HMG et en fonction des modalités de leur fixation à l’ADN. Par 

exemple la famille des MATA_HMG, qui nous intéresse particulièrement, est caractérisée par 

un seul domaine HMG et se fixe spécifiquement sur l’ADN. Elle inclut les protéines des types 

sexuels et le facteur de transcription Ste11p. 

 Les gènes à HMG-box ont été identifiés à l’intérieur et à l’extérieur du locus mat des 

champignons filamenteux. A ce jour, la fonction des protéines codées par les gènes à HMG-

box situés à l’extérieur du locus mat est peu étudiée (Aronstein et al. 2007). Ces protéines 

peuvent avoir un rôle majeur dans le développement sexué des champignons, comme le 

montre le cas de Ste11p, la protéine à domaine MATA_HMG de S. pombe. Chez notre 

modèle d’étude P. anserina, les seuls gènes à HMG-box dont la fonction a été étudiée sont les 

gènes des types sexuels FPR1, FMR1 et SMR2 (Arnaise et al. 2001; Arnaise et al. 2008; 

Bidard et al. 2011), et mtHMG1 qui code une protéine mitochondriale (Dequard-Chablat and 

Alland 2002). FPR1 et SMR2 contiennent un domaine MATA_HMG, et FMR1 contient un 

domaine MATα_HMG, qui est un sous-groupe récemment identifié des MATA_HMG 

(Martin et al. 2010). FPR1 appartient à l’idiomorphe mat+ tandis que FMR1 et SMR2 sont 

localisés dans l’idiomorphe mat- (voir chapitre I). La délétion du locus mat cause la stérilité 

chez les souches mat+ et mat-. Par contre cette délétion n’a aucun effet sur la croissance 

végétative et la production des organes reproducteurs (Coppin et al. 1993). Les études 
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génétiques ont montré que FPR1 et FMR1 contrôlent la reconnaissance intercellulaire pendant 

la fécondation, tandis que FPR1, FMR1 et SMR2 contrôlent la reconnaissance internucléaire 

lors du passage d’un syncytium plurinucléé aux hyphes ascogènes dicaryotiques. Ces 

contrôles sont assurés par la régulation directe ou indirecte de l’expression de gènes cibles. 

L’analyse transcriptomique effectuée au stade de fécondation sur les souches sauvages mat+ 

et mat- et les souches mutantes fpr1
- et fmr1

- a permis d’identifier 108 gènes contrôlés par 

FPR1 dans une souche mat+ et 49 gènes contrôlés par FMR1 dans une souche mat- (Bidard et 

al. 2011). Parmi ces gènes figurent ceux des systèmes phéromone/récepteur connus chez les 

champignons pour leur rôle dans la fécondation (Voir chapitre I et chapitre III). La protéine 

mtHMG1 codée par le gène Pa_1_13340 (Tableau 10) est localisée dans la mitochondrie en 

association avec l’ADN mitochondrial. L’étude réalisée par Dequard-Chablat (Dequard-

Chablat and Alland 2002) a identifiée deux domaines HMG (HMG1 et HMG2) dans cette 

protéine qui combine deux types de domaines de fixation à l’ADN : le motif AT-hook et un 

domaine HMG (Figure 26). La protéine mtHMG1 est impliquée dans le maintien, la stabilité 

et la transmission du génome mitochondrial (Dequard-Chablat and Alland 2002). 

 
Figure 26: Les caractéristiques de la protéine mtHMG1.  
MTS, putative mitochondrial targeting sequence. AT, domaine AT-hook. HMG, domaine HMG (Dequard-
Chablat and Alland 2002). 

 Nous avons complété cet inventaire en identifiant et en caractérisant huit autres gènes 

à HMG-box, dont l’orthologue de ste11 de S. pombe et de fmf-1 de N. crassa. J’ai construit 

les souches délétées correspondantes afin de déterminer (en collaboration avec E. Coppin) le 

rôle de ces gènes pendant le développement sexué de P. anserina.. Je me suis 

particulièrement intéressée à l’orthologue de ste11 qui semble avoir un rôle crucial dans le 

contrôle de l’expression des gènes des types sexuels. 

2. Résultats 

2.1 Caractérisation des protéines à domaine HMG chez 

Podospora anserina 

 Chez les ascomycètes comme chez les autres groupes de champignons, le nombre de 

gènes à HMG-box est variable selon les espèces (9 chez S. pombe, 8 chez S. cerevisiae, 13 

chez N. crassa). Pour identifier les gènes à HMG-box de P. anserina, j’ai recherché les 

orthologues de protéines HMG de N. crassa chez P. anserina avec FUNGIpath (Voir 

matériels et méthodes). Ces deux espèces appartiennent à l’ordre des sordariales; leurs lignées 
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auraient divergé depuis au moins 75 millions d’années (Saupe et al. 2000). Douze gènes à 

HMG-box ont été détectés chez P. anserina (Tableau 10). Ils codent les protéines des types 

sexuels (FMR1, SMR2 et FPR1), la protéine mitochondriale mtHMG1 (Pa_1_13340), deux 

protéines non-histone (Pa_1_9380 et Pa_1_14230) et six protéines de fonction inconnue 

(Pa_1_13940, Pa_6_4110, Pa_1_7390, Pa_1_11050, Pa_5_8400, Pa_7_7190).  

 La présence du domaine HMG dans les protéines identifiées chez P. anserina a été 

validée par des recherches effectuées dans Pfam (Punta et al. 2012) qui indiquent que les 

douze protéines de P. anserina ne possèdent qu’un seul domaine HMG. L’analyse de la 

protéine Pa_1_13340 (mtHMG1) nécessite une mention particulière. En effet, Dequard-

Chablat et Alland rapportent que mtHMG1 possède deux domaines HMG (Dequard-Chablat 

and Alland 2002). Le premier de ces domaines n’est pas reconnu par Pfam, qui identifie dans 

cette région un domaine de fonction inconnue (DUF1898), et un domaine HMG en C-

terminal. L’analyse de l’orthologue de Pa_1_13340 chez N. crassa (NCU02695) par Pfam 

identifie également un domaine DUF1898 et un domaine HMG. L’analyse de Pa_1_13340 

(mtHMG1) avec CD-search (Marchler-Bauer et al. 2011) n’identifie qu’un seul domaine 

HMG, de type HMGB-UBF_HMG dans la région C-terminale, alors que l’analyse de son 

orthologue NCU02695 identifie deux domaines HMG, le premier ayant un score très faible et 

recouvrant DUF1898, le second localisé en C-terminal et de type HMGB-UBF_HMG. Il est 

donc problable que le domaine DUF1898 est apparenté aux domaines HMG. L’analyse des 

autres protéines HMG avec CD-search m’a permis d’identifier 5 protéines MATA_HMG et 4 

protéines HMGB_UBF. Les protéines Pa_5_8400 et Pa_7_7190 n’ont pas été classées dans 

l’une des sous-familles connues des HMG. Leur alignement avec le consensus du domaine 

HMG (Martin et al. 2010) indique qu’elles contiennent un résidu chargé au position 9 au lieu 

d’un résidu aliphatique ou aromatique (Figure 27). Toutefois, en -1 et +2 de cette position 9, 

on trouve bien les résidus aromatiques caractéristiques des HMG permettant l’ancrage des 

hélices dans le noyau hydrophobe. Cet alignement montre aussi une conservation de certains 

résidus entre tous les domaines HMG notamment le résidu tryptophane à la position 57.  

 J’ai également identifié différents domaines en plus du domaine HMG (Tableau 10). 

Pa_1_7390 possède un domaine SAM ou Sterile Alpha Motif qui est impliqué dans les 

interactions protéine-protéine et protéine-ARN. Ce domaine est présent dans différentes 

protéines notamment les régulateurs de la transcription (par exemple les protéines 

Polyhomeotic (Ph) et le polymère Sex-comb-on-midleg (Scm) du groupe polycomb, les 

régulateurs de la traduction (exemple la protéine Smaug qui réprime la traduction des ARNm 

nanos afin d’établir un gradient morphogène dans l’embryon de la Drosophile), les tyrosines 

kinases, les serine/thréonine kinases et le récepteur Eph de la tyrosine kinase impliqué dans la 
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différentiation cellulaire (Kim and Bowie 2003). Le domaine SAM est aussi présent dans les 

protéines Byr2p et Ste4p de S. pombe (voir Figure 17, paragraphe 3.3.3.4.2), et Ste11p 

(MAPKKK) et Ste50p de S. cerevisiae. Ces protéines sont impliquées dans la transduction du 

signal phéromone/récepteur et leur absence induit la stérilité de S. pombe et S. cerevisiae. 

Pa_1_9380 contient les domaines SWIRM et amine oxydase, caractéristiques de la famille 

des NAO (Nuclear Amine Oxydase) qui inclut Splsd1. Le domaine SWIRM est présent dans 

les protéines Swi3 et Rsc8 de S. cerevisiae et Moira de D. melanogaster. Ces protéines font 

partie des complexes de remodelage de la chromatine ATP-dépendant SWI/SNF et RSC chez 

S. cerevisiae, et du complexe Brahma (BRM) chez D. melanogaster. Le domaine SWIRM se 

fixe à l’ADN et au nucléosome afin de faciliter l’interaction des complexes de régulation de la 

chromatine avec l’ADN (Da et al. 2006). Le domaine amine oxydase est identifié dans les 

enzymes qui catalysent la réaction d’oxydation dépendante au FAD des substrats amine 

(Forneris et al. 2009). Ce domaine intervient directement dans la démethylation de la lysine 9 

de l’histone H3 (Forneris et al. 2009). Pa_5_8400 possède un domaine SprT-like 

caractéristique des métallopeptidases à zinc. La fonction de ce domaine n’a pas été analysée 

experimentalement, cependant la présence de métalloprotéases est décelée dans les complexes 

intervenant dans l’élongation de la transcription, comme par exemple le complexe CP de S. 

cerevisiae et son équivalent FACT chez l’Homme (Ponting 2002). Ces métalloprotéases ont 

perdu les résidus essentiels du site catalytique mais Ponting suppose qu’elles ont conservé des 

sites de fixation à l’ADN courbé (Ponting 2002), comme cela a été montré pour la 

métallopeptidase M24 de S. pombe (Yamada et al. 1994). 

 Les prédictions de localisation cellulaire des protéines HMG indiquent que la protéine 

Pa_1_13340 (mtHMG1) est mitochondriale en accord avec l’analyse effectuée par (Dequard-

Chablat and Alland 2002), FMR1 et SMR2 sont cytoplasmiques et nucléaires tandis que les 9 

autres protéines HMG sont toutes nucléaires (Voir matériels et méthodes).  

 

 

 

 

 

 



�

���

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 10: Caractéristiques des protéines à domaine HMG de P. anserina. 

0 : Absence d’autres domaines avec un score significatif   

Name Fonction 

Taille de la 

protéine 

(Acides aminés) 

Domaine 

HMG 

 

E-value 

Pfam 

Position du 

domaine HMG 
Autres domaines 

E-value  

Pfam 

 

FMR1 

SMR2 

FPR1 

Pa_1_13940 

Pa_6_4110 

Pa_1_7390 

Pa_1_9380 

 

Pa_1_11050 

Pa_1_13340 

Pa_1_14230 

P_5_8400 

Pa_7_7190 

Mating type protein 

Mating type protein 

Mating type protein 

female and male fertility 

protein of unknown function 

protein of unknown function 

Lysine-specific histone demethylase Aof2 

 

protein of unknown function 

mtHMG1 mitochondrial protein 

non-histone chromosomal protein  

protein of unknown function 

protein of unknown function 

305 

288 

402 

559 

945 

478 

1073 

 

333 

316 

98 

587 

353 

MAT�_HMG 

MATA_HMG 

MATA_HMG 

MATA_HMG 

MATA_HMG 

HMGB_UBF 

HMGB_UBF 

 

HMGB_UBF 

HMGB_UBF 

HMGB_ UBF 

HMGB 

HMGB 

7.1e-70 

1.2e-20 

6.3e-23 

1.2e-10 

6.5e-18 

2.3e-17 

1.5e-06 

 

1.1e-05 

5.3e-07 

1.4e-25 

2.4e-06 

0.018 

7-193 

161-229 

169-237 

198-266 

212-274 

119-185 

919-994 

 

132-201 

277-309 

26-94 

511-551 

260-293 

0  

0  

0 

0  

0 

SAM (steril alpha motif) 

SWIRM domain 

Amine oxidase 

0 

DUF 1898/HMG  

SprT like family 

0  

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1.6e-11 

2.2e-11 

8.6e-86 

0 

0 

0 

1.8e-50 

0 
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 Figure 27: Alignement du consensus HMG avec les protéines à domaine HMG de P. anserina .L’alignement est obtenu avec ClustalW2, la coloration est fournie par    

Jalview (Annexe 9).  
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2.2 Analyse phylogénique des protéines à domaine HMG chez 

Podospora anserina 

 En collaboration avec Tom Martin et Christina Dixelius (SLU University, Uppsala, 

Suède), une analyse phylogénique basée sur le maximum de vraisemblance a été effectuée à 

partir des domaines HMG de protéines d’animaux, de plantes et de champignons (Figure 28 et 

Tableau 11). La majorité des domaines HMG sont répartis dans l’un des trois groupes : 

MATA_HMG, HMGB-UBF_HMG et SOX-TCF_HMG. Cependant, quelques domaines 

HMG des champignons n’ont pas pu être classés dans ces trois groupes. Comme il a été noté 

précédemment (Soullier et al. 1999), les domaines MATA_HMG sont présents exclusivement 

chez les champignons, alors que les domaines SOX-TCF_HMG ne se trouvent que chez les 

animaux. Il y a toutefois une exception, puisque l’une des protéines du type sexuel de 

Phycomyces blakesleeanus (Mucoromycotina, anciennement Zygomycète) est classée dans les 

SOX-TCF.  

 Le groupe phylogénique des MATA_HMG contient des protéines typiques codées par 

les gènes MAT1-2-1 des types sexuels (FPR1, Podan2a) et 4 clades bien distincts, contenant 

chacun une protéine HMG de P. anserina : 

- Un sous-groupe caractérisé par la présence de MATαlp de S. cerevisiae et ses 

orthologues (Figure 28, A). Ce sous-groupe définit la classe des MATα_HMG 

identifiée récemment par Martin et al (Martin et al. 2010). Ce sous-groupe contient 

FMR1 (Podan1). 

- Un sous-groupe contenant les protéines codées par le gène MAT1-1-3 du type sexuel 

des Pezizomycotina (SMR2, Podan3 de P. anserina) (Figure 28, E). Le regroupement 

de cette classe de protéines avait déjà été noté précédemment (Martin et al. 2010). 

- Un sous-groupe monophylétique caractérisé par la présence de Pa_1_13940 (Podan2c) 

et ses orthologues : Ste11p (Schpo2c) de S. pombe et FMF-1 (Neucr2c) de N. crassa 

(Figure 28, G). 

- Un sous-groupe contenant Pa_1_9380 (Podan5e) défini comme un HMGB-UBF 

(Figure 28, H). Ce sous-groupe contient également LSD1 (Schpo7a) de S. pombe, dont 

le classement n’est pas précisé par les logiciels d’analyse de signature. Toutes les 

protéines de ce sous-groupe (AN3580 de A. nidulans, Aspni6; 190976 de 

Cochliobolus heterostrophus, Coche6; NCU9120 de N. crassa, Neucr5e) contiennent 

les domaines SWIRM et amine oxydase, caractéristiques des histones démethylases. 

La présence de ces domaines suggère que les protéines de ce sous-groupe sont des 

orthologues fonctionnels. 



�

���

 On trouve également dans le groupe phylogénique des MATA_HMG la protéine 

Pa_6_4110 (Podan2b) qui est l’orthologue de ROX1 (Sacce2) chez S. cerevisiae. Des études 

précédentes (Soullier et al. 1999) ont montré que même si ROX1 n’est pas impliquée dans le 

développement sexué, son domaine HMG appartient au groupe des MATA_HMG. 

 Le groupe des HMGB-UBF_HMG contient 5 protéines HMG de P. anserina. 

Pa_1_13340 (mtHMG1, Podan5d) est l’orthologue de NCU02695 (Neucr5d). Ces deux 

protéines possèdent un signal d’adressage à la mitochondrie et appartiennent au groupe 

HMGB-UBF sans être dans le même clade. Dans deux cas, le phylogramme regroupe des 

protéines qui ont également en commun d’autres domaines, confirmant ainsi ces 

regroupements et suggérant qu’on y retrouve des orthologues fonctionnels. Le premier cas est 

Pa_1_7390 (Podan5c) qui est regroupée avec ses orthologues NCU02819 (Neucr5c) de N. 

crassa et CC14121 (Coche5c) de C. heterostrophus. Ces trois protéines possèdent un domaine 

SAM (Sterile Alpha Domain). Le deuxième cas est Pa_5_8400 (Podan6b) qui est regroupé 

avec NCU06874 (Neucr6b) de N. crassa et NP_595970 (Schpo7b) de S. pombe. Ces protéines 

ont en commun un domaine SprT-like. Dans un cas, on retrouve un regroupement 

phylogénique qui ne recouvre pas les classements d’orthologie effectués par FUNGIpath. Il 

s’agit de Pa_1_11050 (Podan5b) qui forme un groupe monophylétique avec ses orthologues 

NCU03126 (Neucr5b) de N. crassa, AN10103 (Aspni5b) de A. nidulans, CC33388 (Coche5b) 

de C. heterostrophus et XP_001548220 (Botfu5) de Botryotinia fuckeliana. Dans ce groupe 

monophylétique on trouve NHP6B (Sacce5b) et Hmo1p (Sacce5d) de S. cerevisiae qui ne 

sont pas des orthologues de Pa_1_11050. NHP6B et Hmo1p sont classées par FUNGIpath 

comme des orthologues de Pa_1_14230 et devraient donc se retrouver dans le même clade 

que cette protéine, où l’on trouve déjà NHP6A (Sacce5a), un inparalogue de NHP6B. 

 La séquence HMG de Pa_1_7190 (Podan6a) est groupée avec d’autres HMG 

(NCU07568, Neucr6a) de N. crassa, Nhp10p (Sacce5c) et Abf2p (Sacce5g) de S. cerevisiae 

entre les groupes SOX et HMGB-UBF. On trouve également NCU02326 (Neucr2d) dans 

cette branche située entre SOX et HMG_UBF. FUNGIpath identifie NCU02326 comme un 

in-paralogue de NCU09387 (Neucr2c), qui est placé dans le sous-groupe G des 

MATA_HMG avec Pa_1_13940. Selon FUNGIpath, Pa_1_13940 aurait donc un orthologue 

(NCU02326) et un in-paralogue (NCU09387) chez N. crassa.  

 

 

 

 

 



�

��	

Groupe Code Nom de la Protéine Domaine Organisme nombre 
d’accession  

Podan1 MAT1-1-1/FMR1 α1 Podospora anserina CAA45519 
Podan2a MAT1-2-1/FPR1 MATA_HMG Podospora anserina CAA45520.1 
Podan3 MAT1-1-3/SMR2 MATA_HMG Podospora anserina CAA52051 
Podan2b  MATA_HMG Podospora anserina Pa_6_4110 
Podan2c  MATA_HMG Podospora anserina Pa_1_13940 
Podan5a  HMGB Podospora anserina Pa_1_14230 
Podan5b  HMGB Podospora anserina Pa_1_11050 
Podan5c  HMGB Podospora anserina Pa_1_7390 
Podan5d mtHMG1 HMGB Podospora anserina Pa_1_13340 
Podan5e  HMGB Podospora anserina Pa_1_9380 
Podan6b  HMG Podospora anserina Pa_5_8400 
Podan6a  HMG Podospora anserina Pa_7_7190 
Neucr1 MAT1-1-1/mat A-1 α1 Neurospora crassa AAC37478 
Neucr2a MAT1-2-1/mat a-1 MATA_HMG Neurospora crassa AAA33598 
Neucr3 MAT1-1-3/mat A-3 MATA_HMG Neurospora crassa AAC37476 
Neucr2b  MATA_HMG Neurospora crassa NCU03481 
Neucr2c FMF-1 MATA_HMG Neurospora crassa NCU09387 
Neucr2d  MATA_HMG Neurospora crassa NCU02326 
Neucr5a  HMGB Neurospora crassa NCU09995 
Neucr5b  HMGB Neurospora crassa NCU03126 
Neucr5c  HMGB Neurospora crassa NCU02819 
Neucr5d  HMGB Neurospora crassa NCU02695 
Neucr5e  HMGB Neurospora crassa NCU09120 
Neucr6a  HMG Neurospora crassa NCU07568 
Neucr6b  HMG Neurospora crassa NCU06874 
Sorma1 SMTA-1 α1 Sordaria macrospora CAA71623 

Sordariales 

Sorma2 SMTa-1 MATA_HMG Sordaria macrospora CAA71624.1 
Magor1 MAT1-1-1 α1 Magnaporthe oryzae BAC65083.1 Magnaporthales 
Magor2 MAT1-2-1 MATA_HMG Magnaporthe oryzae BAC65094.1 
CryPa1 MAT1-1-1 α1 Cryphonectria Parasitica AAK83346 Diaporthales 
CryPa3 MAT1-1-3 MATA_HMG Cryphonectria Parasitica AAK83344.1 
Fusac3 MAT1-1-3 MATA_HMG Fusarium acaciae-mearnsii ABE98373.1 
Gibfu1 MAT1-1-1 α1 Gibberella fujikuroi AAC71055 
Gibfu3 MAT1-1-3 MATA_HMG Gibberella fujikuroi AAC71053.1 
Gibze1 MAT1-1-1 α1 Gibberella zeae AAG42809 

Hypocreales 

Gibze3 MAT1-1-3 MATA_HMG Gibberella zeae AAG42812 
Incertae sedis Verda2 MAT1-2-1 MATA_HMG Verticillium dahliae BAG12301.1 

Botfu5 HMG HMGB Botryotinia fuckeliana XP_001548220 
Pyrbr1 MAT1-1-1/Pad1 α1 Pyrenopeziza brassicae CAA06844 
Pyrbr3 MAT1-1-3/phb1  MATA_HMG Pyrenopeziza brassicae CAA06846.1 

Helotiales 

Rhyse1 MAT1-1-1 α1 Rhynchosporium secalis CAD71141.1 
Aspfu1 MAT1-1-1 α1 Aspergillus fumigatus AAX83123.1 
Aspfu2  MATA_HMG Aspergillus fumigatus XP_751745.1 
Aspni1 MAT1-1/MATB α1 Aspergillus nidulans EAA63189.1 
Aspni2a MAT1-2/MATA MATA_HMG Aspergillus nidulans AN4734 
Aspni2b  MATA_HMG Aspergillus nidulans AN1962 
Aspni2c  MATA_HMG Aspergillus nidulans AN3667 
Aspni2d  MATA_HMG Aspergillus nidulans AN3549 
Aspni5a  HMGB Aspergillus nidulans AN2885 
Aspni5b  HMGB Aspergillus nidulans AN10103 
Aspni5c  HMGB Aspergillus nidulans AN1267 
Aspni6  HMG Aspergillus nidulans AN3580 
Penma1 MAT1-1-1/MAT-1 α1 Penicillium marneffei ABC68484.1 

Eurotiales 

Penma2  MATA_HMG Penicillium marneffei XP_002151220.1 
Ajeca1 MAT1-1-1 α1 Ajellomyces capsulatus ABO87596.1 Onygenales 
Ajeca2 MAT1-2-1 MATA_HMG Ajellomyces capsulatus EER39720.1 
Altal1 MAT1-1-1 α1 Alternaria alternata BAA75907.1 
Altal2 MAT1-2-1 MATA_HMG Alternaria alternata BAA75903.1 
Altbr1 MAT1-1-1 α1 Alternaria brassicicola AAK85542.1 
Bipsa2 MAT1-2-1 MATA_HMG Bipolaris sacchari CAA65081.1 
Coche1 MAT1-1-1 α1 Cochliobolus heterostrophus CAA48465 
Coche2a MAT1-2-1 MATA_HMG Cochliobolus heterostrophus CAA48464.1 
Cocho2 MAT1-2/1 MATA_HMG Cochliobolus homomorphus AAD33441.1 

Pleosporales 

Coche2b  MATA_HMG Cochliobolus heterostrophus estExt_fgenesh1_p
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g.C_90036 

Coche2c  MATA_HMG Cochliobolus heterostrophus estExt_fgenesh1_p
g.C_60282 

Coche5e  HMGB Cochliobolus heterostrophus estExt_Genewise1
Plus.C_90517 

Coche5c  HMGB Cochliobolus heterostrophus Fgenesh1_pm.C_s
caffold_14000132 

Coche5d  HMGB Cochliobolus heterostrophus estExt_fgenesh1_p
g.C_150217 

Coche5b  HMGB Cochliobolus heterostrophus estExt_fgenesh1_p
g.C_280025 

Coche5a  HMGB Cochliobolus heterostrophus e_gw1.5.923.1 
Coche6  HMG Cochliobolus heterostrophus estExt_fgenesh1_p

g.C_30103 
Pyrte2 MAT1-2-1 MATA_HMG Pyrenophora teres AAY35017 
Stesa1 MAT1-1 α1 Stemphylium sarciniforme AAR04460 
Dotpi2 MAT1-2-1 MATA_HMG Dothistroma pini ABK91353 
Mycgr1 MAT1-1-1 α1 Mycosphaerella graminicola AAL30838 

Dothideales 

Mycgr2 MAT1-2-1 MATA_HMG Mycosphaerella graminicola AAL30836.1 
Canal1 MTL α1 α1 Candida albicans XP_714749 
Canal2 Rfg1p MATA_HMG Candida albicans XP_715804.1 
Lacth1 MATα1 α1 Lachancea thermotolerans XP_002554225.1 
Sacce1 Matα1p α1 Saccharomyces cerevisiae EDN62161.1 
Sacce2 Rox1p MATA_HMG Saccharomyces cerevisiae NP_015390.1 
Sacce5a NHP6A HMGB Saccharomyces cerevisiae EDN61184 
Sacce5b NHP6B HMGB Saccharomyces cerevisiae NP_009647 
Sacce5c Nhp10p HMGB Saccharomyces cerevisiae NP_010282.1 
Sacce5d Hmo1p HMGB Saccharomyces cerevisiae NP_010459.1 
Sacce5e 
Sacce5f 

Ixr1p HMGB 
HMGB 

Saccharomyces cerevisiae NP_012893.1 

Sacce5g 
Sacce5h 

Abf2p HMGB 
HMGB 

Saccharomyces cerevisiae NP_013788.1 

Saccharomycotina 

Zygro1 MAT α1 α1 Zygosaccharomyces rouxii XP_002497889.1 
Pneca2 STE11 MATA_HMG Pneumocystis carinii Q870J1 
Schja2 STE11 MATA_HMG Schizosaccharomyces 

japonicus 

XP_002175130 

Schpo2c STE11 MATA_HMG Schizosaccharomyces pombe CAA77507.1 
Schpo6 Pc HMG Schizosaccharomyces pombe P10841 
Schpo2a mat-Mc MATA_HMG Schizosaccharomyces pombe NP_595867.1 
Schpo5a  HMGB Schizosaccharomyces pombe NP_595672.1 
Schpo5d Nht1 HMGB Schizosaccharomyces pombe NP_593259.1 
Schpo5c  HMGB Schizosaccharomyces pombe NP_593314.1 
Schpo5b NHP6B HMGB Schizosaccharomyces pombe NP_593693.1 
Schpo7a SWIRM1 HMG Schizosaccharomyces pombe NP_595398.1 

Taphrinomycotina 

Schpo7b  HMG Schizosaccharomyces pombe NP_595970.1 
Ustma2b Prf1 MATA_HMG Ustilago maydis AAC32736 
Ustma2c Hmg3 / Rop1 MATA_HMG Ustilago maydis UM01457 
Ustma2d  MATA_HMG Ustilago maydis UM06025 
Ustma5d 
Ustma5e 

 
 

HMGB 
HMGB 

Ustilago maydis UM01390 

Ustma6 
Ustma5f 

 HMG 
HMGB 

Ustilago maydis UM04007 

Ustma5c  HMGB Ustilago maydis UM06160 
Ustma5a  HMGB Ustilago maydis UM02364 
Ustma5b  HMGB Ustilago maydis UM00808 
Copci2b pcc1 MATA_HMG Coprinopsis cinerea CC1G_07392 
Copci5b  HMGB Coprinopsis cinerea CC1G_01334 
Copci5a  HMGB Coprinopsis cinerea CC1G_11882 
Copci2c  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_04121 
Copci2d  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_07470 
Copci2e  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_11980 
Copci2f  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_07876 
Copci2g  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_07859 
Copci2h  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_03744 
Copci2i  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_08141 
Copci2j  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_13994 

Basidiomycota 

Copci2k  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_00255 
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Copci2l  HMG Coprinopsis cinerea CC1G_06994 
Phybl8 SexM HMG Phycomyces blakesleeanus ABX27909.1 Zygomycota 
Phybl9 SexP HMG Phycomyces blakesleeanus ABX27912.1 
Antlo7 HMG HMG Antonospora locustae ACI87876.1 
Entbi7 Sex locus HMG Enterocytozoon bieneusi ACI87872  

Microsporidia 

Enccu7 Sex locus HMG Encephalitozoon cuniculi NP_585883 
Ailme4 hypothetical SOX Ailuropoda melanoleuca EFB23328 
Anoga4 AGAP003896-PA SOX Anopheles gambiae XP_001230616.1 
Caeel5 HMG-4 HMGB Caenorhabditis elegans NP_498633 
Cerel4 SRY SOX Cervus elaphus yarkandensis ABK91721 
Ciosa4 TF SOX Ciona savignyi NP_001071831.1 
Culqu4 Pangolin SOX Culex quinquefasciatus XP_001864781 
Danre4 TF-7 SOX Danio rerio AAI63927 
Danre5a RNA Polymerase 1 HMGB Danio rerio CAQ14015 
Danre5b TF HMGB Danio rerio NP_957297 
Danre5c TF HMGB Danio rerio NP_957297.1 
Drome4a Pangolin SOX Drosophila melanogaster NP_001014685.1 
Drome4b bobby sox SOX Drosophila melanogaster NP_001027087.1 
Homsa5a RNA Polymerase 1 HMGB Homo sapiens EAW51616 
Homsa5b TF1 HMGB Homo sapiens NP_055048.1 
Homsa5c HMG HMGB Homo sapiens 2CS1_A 
Musmu4a lymphoid enhancer SOX Mus musculus EDL12207.1 
Musmu4b SOX-1 SOX Mus musculus NP_033259.2 
Musmu4c HMG SOX Mus musculus NP_694878.2 
Strpu4 Tcf/Lef SOX Strongylocentrotus 

purpuratus 

NP_999640.1 

Takru4 SOX8b SOX Takifugu rubripes AAQ18506 
Xenla4 XTCF-3b SOX Xenopus laevis CAA67689 
Xenla5a TF1-B HMGB Xenopus laevis NP_001079429 
Xenla5b ubtf-b HMGB Xenopus laevis AAH42232 

Animalia 

Xenla5c ubtf-b HMGB Xenopus laevis AAH42232.1 
Planta Arath5 HMG HMGB Arabidopsis thaliana AAK43965.1 
Tableau 11: Les protéines à domaine HMG utilisées dans la construction du phylogramme. 
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Figure 28: Phylogramme non raciné des domaines HMG. Le clustering du core des sequences HMG a été fait avec la 
methode du maximum de vraisemblance et le modèle LG+G. 
L’étiquetage est le suivant : MAT�-HMG (A), MATA_HMG (B), SOX (C), HMGB (D), MAT1-1-3 sous groupe de 
MATA_HMG (E), Microsporidia MAT sex locus HMG (F), STE11 sous groupe de MATA_HMG (G), sous groupe de 
MATA_HMG non identifié, Podospora anserina (Podan) ; Neurospora crassa (Neucr) ; Sordaria macrospora (Sorma) ; 
Magnaporthe oryzae (Magor) ; Cryphonectria Parasitica (CryPa) ; Fusarium acaciae-mearnsii (Fusac) ; Gibberella 

fujikuroi (Gibfu) ; Gibberella zeae (Gibze) ; Verticillium dahliae (Verda) ; Botryotinia fuckeliana (Botfu) ; Pyrenopeziza 

brassicae (Pyrbr) ; Rhynchosporium secalis (Rhyse) ; Aspergillus fumigatus (Aspfu) ; Aspergillus nidulans (Aspni) ; 
Penicillium marneffei (Penma) ; Ajellomyces capsulatus (Ajeca) ; Alternaria alternata (Altal) ; Alternaria brassicicola 

(Altbr) ; Bipolaris sacchari (BisPa) ; Cochliobolus heterostrophus (Coche) ; Pyrenophora teres (Pyrte) ; Stemphylium 

sarciniforme (Stesa ) ; Dothistroma pini (Dotpi) ; Mycosphaerella graminicola (Mycgr) ; Candida albicans (Canal) ; 
Lachancea thermotolerans (Lacth) ; Saccharomyces cerevisiae (Sacce) ; Zygosaccharomyces rouxii (Zygro) ; 
Pneumocystis carinii (Pneca) ; Schizosaccharomyces japonicus (Schja) ; Schizosaccharomyces pombe (Schpo) ; Ustilago 

maydis (Ustma) ; Coprinopsis cinerea (Copci), Phycomyces blakesleeanus (Phybl) ; Antonospora locustae (Antlo) ; 
Enterocytozoon bieneusi (Entbi) ; Encephalitozoon cuniculi (Enccu) ; Ailuropoda melanoleuca (Alime) ; Anopheles 

gambiae (Anoga) ; Caenorhabditis elegans (Caeel) ; Cervus elaphus yarkandensis (Cerel) ; Ciona savignyi (Ciosa) ; 
Culex quinquefasciatus (Culqu) ; Danio rerio (Danre) ; Drosophila melanogaster (Drome) ; Homo sapiens (Homsa) ; 
Strongylocentrotus purpuratus (Strpu) ; Takifugu rubripes (Takru) ; Xenopus laevis (Xenla) ; Arabidopsis thaliana 

(Arath). Phylogramme construit par Tom Martin et Christina Dixelius.  

2.3 Analyse phénotypique des mutants HMG chez Podospora anserina 

 Les huit nouveaux gènes à HMG-box identifiés dans notre étude ont été invalidés afin d’en 

préciser la fonction. Pour chacun des mutants, plusieurs caractéristiques phénotypiques ont été 

analysées : la croissance, la fertilité mâle et femelle, le développement des périthèces et la résistance 

à certains inhibiteurs spécifiques de différentes fonctions (voir matériels et méthodes). L’ensemble 

des résultats est résumé dans le tableau 12. 

 La délétion des gènes Pa_1_14230, Pa_6_4110 et Pa _7_7190 induit une perte de la fertilité 

femelle, bien que ces trois souches soient capables de différencier des organes femelles (Figure 29). 

La quantification de la production de spermaties chez ces mutants montre également une anomalie 

chez le mutant �Pa_7_7190, qui produit 4 à 5 fois plus de spermaties que la souche sauvage. Les 

mutants APa_1_14230 et APa_7_7190 sont affectés pour la croissance végétative (Figure 29). 

 Le mutant � Pa_1_13940 est stérile en tant que mâle et en tant que femelle bien qu’il 

différencie des spermaties et des ascogones (Tableau 12, Figure 29). Ce phénotype n’a été observé 

que chez les souches portant une délétion du locus mat (Coppin et al. 1993) ou une mutation perte de 

fonction dans FMR1 et FPR1 (El-Khoury et al. 2008). Ce phénotype est aussi observé chez les 

mutants �fmf-1 de N. crassa (Johnson 1979) (voir paragraphe suivant). 

 La souche �Pa_1_11050 a une croissance végétative et une fertilité femelle comparable au 

sauvage mais sa production de spermaties est 7 fois plus élevée que celle de la souche sauvage de 

référence. L’étude de la zone de fructification chez ce mutant (voir matériels et méthodes) montre une 

distribution anormale des périthèces. Chez la souche sauvage les périthèces forment un anneau à 

environ 1 cm de l’implant, alors que chez le mutant APa_1_11050, les périthèces forment un disque 

autour de l’implant (Tableau 12, Figure 29 et 30). 
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Le stade végétatif du mutant �Pa_1_7390 est caractérisé par un mycélium pigmenté marbré et 

sectorisé, alors que son développement sexué est tout à fait normal (Tableau 12, Figure 29).  

 Enfin les deux souches � Pa_1_9380 et �Pa_5_8400 ne présentent aucun défaut ni dans le 

développement sexué ni dans la croissance végétative (Tableau 12, Figure 29). Le double mutant 

�Pa_1_9380 �Pa_5_8400 ne présente lui non plus aucun défaut par rapport à une souche sauvage. 

 Les souches délétées pour les gènes HMG ont été examinées pour leur sensibilité au 

calcofluor qui agit sur la paroi, au fludioxonil qui agit sur l’osmorégulation, au SDS qui agit sur la 

membrane plasmidique et à la caféine qui est un inhibiteur des phosphodiesterases (voir matériels et 

méthodes). Ces tests n’ont révélé aucune différence entre les mutants HMG et le sauvage. 

Tableau 12: Phénotypes induits par les délétions des gènes à HMG-box chez P. anserina. 
 

Fertilité  
Souches Phase végétative 

Femelle Mâle 

�Pa_1_14230 croissance en vagues ralentie de 10% stérile fertile 

�Pa_7_7190 mycelium ras et clair, croissance 50 à 60% par rapport au WT stérile fertile 

�Pa_1_13940 Normale stérile stérile 

�Pa_6_4110 Normale stérile fertile 

�Pa_1_7390 mycelium pigmenté, marbré et sectorisé fertile fertile 

�Pa_1_11050 Normale fertile fertile 

�Pa_1_9380 Normale fertile fertile 

�Pa_5_8400 Normale fertile fertile 

WT Normale fertile fertile 
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Figure 29: Croisements hétérozygotes entre les souches mutantes mat+ et la souche sauvage mat-. Les croisements 
réciproques mutant mat- X sauvage at+ sont identiques.
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Figure 30 : Comparaison de la distribution des périthèces entre les croisements sauvages (A et C) et les croisements homozygotes mutants �Pa_1_11050 (B et D).  
5 µl d’un mixat de mycelium mat+ et mat- de la souche analysée sont déposés au centre d’une boite contenant du milieu minimum M2 (A et B, boites de gauche) ou du milieu 
minimum avec du papier Wathman comme seule source de carbone (C et D, boites de droite). Quand les périthèces arrivent au terme de leur développement ils projettent les 
ascospores qui peuvent être récoltées sur un couvercle d’agar (boites de droite).
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2.4 Analyse des mutants HMG affectés dans le développement 

sexué 

2.4.1 . Identification des relations de régulation entre les gènes à HMG-box 

Les quatre gènes Pa_6_4110, Pa_7_7190, Pa_1_14230 et Pa_1_13940 dont la déletion 

est associée à un défaut de férilité femelle et /ou mâle semblent avoir un rôle important dans 

le développement sexuel de P. anserina. Des expériences de RT-qPCR ont été utilisées pour 

quantifier la transcription de ces quatre gènes dans les mutants �Pa_6_4110, �Pa_7_7190, 

�Pa_1_14230 et �Pa_1_13940 de type sexuel mat+ et mat- par rapport au sauvage mat+ et 

mat- (Annexe 10). Les résultats révélent l’existence d’un lien de régulation entre les gènes à 

HMG-box Pa_6_4110, Pa_7_7190, Pa_1_14230 et Pa_1_13940. La transcription de 

Pa_1_14230 et de Pa_7_7190 n’est affectée dans aucune des souches mutantes pour les 

autres gènes à HMG-box. Cela signifie que Pa_1_14230 et Pa_7_7190 sont placés au sommet 

de la voie de régulation des protéines HMG. La transcription de Pa_6_4110 varie dans tous 

les mutants HMG, ce qui nous permet de placer ce gène en bas de cette voie de régulation. 

Pa_1_13940 est au centre de la voie de régulation puisqu’il a un phénotype intermédiaire par 

rapport aux autres gènes HMG (Tableau 13, Figure 31). Pa_6_4110 ���Pa_1_13940 sont sur-

exprimés dans le mutant �Pa_7_7190 et sous-exprimés dans le mutant �Pa_1_14230  par 

rapport au sauvage. Ces résultats signifient que Pa_7_7190 a un effet négatif sur la 

transcription de ces deux gènes, alors que Pa_1_14230 a un effet positif. Pa_6_4110 est plus 

faiblement transcrit dans un mutant �Pa_1_13940 que dans un sauvage, indiquant que 

Pa_1_13940 regule positivement la transcription de Pa_6_4110 (Figure 31). 

Souche 

�Pa_1_13940 

Souche 

�Pa_1_14230 

Souche 

�Pa_6_4110 

Souche 

�Pa_7_7190 
Gène 

mat+ mat- mat+ mat- mat+ mat- mat+ mat- 

Pa_1_13940   down down N/D N/D up up 

Pa_1_14230 N/D N/D   N/D N/D N/D N/D 

Pa_6_4110 down down down down   up up 

Pa_7_7190 N/D N/D N/D N/D N/D N/D   

Tableau 13: Résultats de RT-qPCR des gènes Pa_6_4110, Pa_7_7190, Pa_1_14230 et Pa_1_13940 dans les 
mutants HMG �Pa_6_4110, �Pa_7_7190, �Pa_1_14230 et �Pa_1_13940 par rapport au sauvage. 
Up: gène sur-exprimé dans le mutant par rapport au sauvage. 
Down : gène sous-exprimé dans le mutant par rapport au sauvage.  
N/D:gène non différentiellement exprimé. 
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Figure 31: la voie de regulation des gènes à HMG-box. La flèche noire représente une activation, la barre 
représente une répression. 

2.4.2 . Profils d’expression des gènes mat et de leurs cibles dans les mutants HMG 

Le mutant �Pa_1_13940 est stérile en tant que mâle et comme femelle. Ce phénotype, 

très rare, est identique à celui des mutants des gènes mat. Pour tester l’hypothèse d’un effet de  

Pa_1_13940 sur la transcription des gènes mat, nous avons quantifié la transcription des gènes 

des type sexuels (FPR1 chez mat+ et FMR1 chez mat-) et de quelques gènes cibles (Bidard et 

al. 2011) dans les souches sauvages et mutantes �Pa_1_13940 (Tableau 14 et Annexe 10). La 

transcription de FPR1 et de ses cibles a été comparée dans la souche mutante mat+ 

�Pa_1_13940 et la souche sauvage mat+, tandis que la transcription de FMR1 et ses cibles a 

été mesurée dans la souche mutante mat- �Pa_1_13940 et la souche sauvage mat-. Ces 

comparaisons indiquent que les gènes FPR1 et FMR1 ainsi que leurs gènes cibles (à deux 

exceptions près) sont moins transcrits en contexte �Pa_1_13940 qu’en contexte sauvage 

(Tableau 14). 

 La différence d’expression des gènes mat entre un mutant �Pa_1_13940 et une souche 

sauvage indique que le produit de Pa_1_13940 active la transcription des gènes mat. En effet, 

FPR1 est quatre fois moins transcrit dans une souche mat+ �Pa_1_13940 que dans une 

souche WT, et FMR1 est dix fois moins transcrit dans une souche mat- �Pa_1_13940 que 

dans une souche WT. Comme attendu, l’expression des gènes cibles est également diminuée, 

mais cette diminution peut être soit un simple effet de la diminution de l’expression des gènes 

régulateurs FPR1 et FMR1, soit un effet plus complexe si Pa_1_13940 coopère avec les 

gènes mat pour réguler ces cibles. 

Les expériences de microarray effectuées sur le mycélium à 96 h et les périthèces à 30 

h après fécondation montrent que le gène Pa_1_13940 est transcrit au même niveau dans les 

deux souches mat+ et mat- et que la mutation de fpr1
- et fmr1

- n’influence pas la transcription 

de Pa_1_13940 (résultats de F. Bidard et V. Berteaux-Lecellier non publiés). 
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Les analyses de RT-qPCR effectuées chez les mutants femelles stériles montrent que 

la transcription des gènes mat et de certaines de leurs cibles est perturbée dans chacun de ces 

mutants (Tableau 14). Ce résultat peut être expliqué par le fait que les gènes à HMG-box 

délétés dans ces souches mutantes appartiennent à un réseau de régulation impliquant 

Pa_1_13940. Cependant, la souche qui porte la déletion du gène Pa_6_4110 montre une 

diminution significative des transcrits codant les récepteurs, bien que ce gène Pa_6_4110 soit 

placé tout en bas de la voie de régulation. Une observation similaire est faite dans la souche 

qui porte une délétion dans le gène Pa_7_7190, alors que ce gène code un répresseur de la 

transcription de Pa_1_13940. Ces données signifient sans ambiguité que Pa_6_4110 et 

Pa_7_7190 régulent l’expression de certaines des cibles des gènes mat sans passer par 

l’intermédiaire de Pa_1_13940. 
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Tableau 14 : Résultats de RT-qPCR des gènes mat et certains de leurs cibles dans les mutants HMG.  
N/S :p-value Non significative 
Up: gène sur-exprimé dans le mutant par rapport au sauvage. 
Down : gène sous-exprimé dans le mutant par rapport au sauvage. 
+ Présence de la boite TR dans la région 5’UTR du gène 
- Absence de la boite TR dans la région 5’UTR du gène 

Souche 
�Pa_1_13940 

Souche 
�Pa_1_14230 

Souche 
�Pa_6_4110 

Souche 
�Pa_7_7190 

La boite TR 
 Nom Fonction 

mat- mat- mat- mat-  

FMR1 Mating-type regulation down down down up + 

mfm Pheromone precursor down down down up - 

PRE1 Pheromone receptor down down down down + 

Gènes spécifiques 
mat- 

Pa_6_7350 Protéase down down up up - 

 mat+ mat+ mat+ mat+  

FPR1 Mating-type regulation down down down up + 

mfp Pheromone precursor down down down N/S - 

PRE2 Pheromone receptor down down down down - 

Pa_4_3858 unknown down down down N/S - 

Pa_1_24410 SAM dependent methyl transferase down down down up + 

Pa_5_9770 unknown down down up up - 

AOX alternative mitochondrial oxidase down up N/S N/S - 

Pa_4_3160 phosphoenolpyruvate carboxykinase N/S down N/S up - 

Gènes 
spécifiques 

mat+ 

Pa_4_80 Methyltransferase N/S up N/S up - 
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2.5 Caractérisation de Pa_1_13940 

2.5.1 Structure de Pa_1_13940 

 Selon l’annotation du génome de P. anserina, le gène Pa_1_13940 ne possède qu’un 

seul exon. Cependant une analyse détaillée de la séquence de ce gène prédit l’existence de 

deux introns absents dans l’annotation qui était disponible au moment où j’ai commencé 

l’analyse de ce gène. J’ai confirmé la présence de ces deux introns par RT-PCR (réverse 

transcription-PCR) et séquençage du ADNc (matériels et méthodes) (Figure 32). Le gène 

Pa_1_13940 code une protéine de 559 acides aminés avec un seul domaine HMG entre le 

résidu 198 et le résidu 266 (Tableau 10).  

 L’analyse phylogénique réalisée sur les domaines HMG de plusieurs espèces (Tableau 

11 et Figure 28) a placé le domaine HMG de Pa_1_13940 dans les MATA_HMG avec Ste11p 

de S. pombe (Voir chapitre I). Un alignement des trois protéines orthologues Pa_1_13940, 

Ste11p de S. pombe et FMF-1 de N. crassa, indique une forte conservation du domaine HMG 

(Figure 32), incluant le résidu Asn 6 présent dans les protéines à domaine HMG qui se fixent 

spécifiquement à l’ADN (Voir chapitre I, paragraphe 3.2.1, Figure 13, position 12). Sur 

Motif_scan http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan j’ai trouvé que Pa_1_13940 possède 

une région N-terminale très riche en asparagine, un signal de localisation nucléaire bipartite 

(RRAGVEKASSKKKKKERA) et 14 sites de phosphorylation répartis le long de la protéine 

(Figure 33). 

2.5.2 Le mutant �Pa_1_13940 

 Dans les deux contextes mat+ et mat- le mutant � Pa_1_13940 est stérile en tant que 

mâle et en tant que femelle. Cette souche a une croissance végétative similaire à celle d’une 

souche sauvage et elle produit un nombre normal de spermaties et d’ascogones. Aucun 

développement de périthèces n’est observé quand le mutant est croisé à l’état homozygote, 

alors que dans un croisement hétérozygote �Pa_1_13940 X WT quelques périthèces se 

développent à la confrontation entre les deux souches (Figure 31). Ces résultats suggèrent que 

le produit de Pa_1_13940 présent dans le sauvage, diffuse dans le mutant �Pa_1_13940 via 

des anastomoses et permet le développement sexué, sans que l’on puisse dire à ce stade si 

cette diffusion restaure la fonction des spermaties et/ou des ascogones mutants. Afin de 

vérifier que le phénotype de stérilité femelle observé dans le mutant �Pa_1_13940 n’est pas 

dû à une anomalie dans la formation de l’enveloppe du périthèce, nous avons construit le 

tricaryon [�mat, �Pa_1_13940 mat+, �Pa_1_13940 mat-] à partir d’un mélange des deux 

types sexuels mat+ et mat- de la souche mutante �Pa_1_13940 et la souche �mat. L’absence 

totale de périthèces dans ce tricaryon suggère que le défaut de fertilité des souches mutantes 
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�Pa_1_13940 n’est pas seulement un problème de formation d’enveloppe, qui serait 

complémenté par la souche �mat. La perte de Pa_1_13940 affecte probablement la formation 

des tissus sexués dont le développement est autonome. 

 
Figure 32: (A) Le gène Pa_1_13940 et la position des introns. (B) alignement des domaines HMG de 
Pa_1_13940 et ses orthologues FMF-1 de N. crassa et Ste11p de S. pombe.  
Le résidu 1 du domaine HMG corresponde aux résidus 198, 170 et 16 de la protéine intacte de Pa_1_13940, 
FMF-1 et Ste11p respectivement. L’alignement est obtenu avec ClustalW2, la coloration est fournie par Jalview 
(Annexe 9).  
 



�

���

 

 
Figure 33 : Caractéristiques de la protéine Pa_1_13940. 
(1) Le signal de localisation nucléaire bipartite (NLS_BP) ; (2) le domaine HMG ; (3) région riche en histidine 
(HIS_RICH) ; (4) Région riche en asparagine (ASN_RICH). Site de phosphorylation CK2 (étoile noire) ; Site de 
phosphorylation PKC (étoile rouge). ASN_glycosylation (traits noirs épais) Analyse réalisée par Motif_scan sur 
la base des données PROSITE http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan. 

 
Figure 34 : Développement des périthèces au point de confrontation entre le mutant �Pa_1_13940 et le sauvage. 
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2.5.3 Site de fixation potentiel du facteur de transcription codé par 

Pa_1_13940 

 La protéine Ste11p de S. pombe se fixe spécifiquement aux TR_box AACAAAGAA 

présentes dans la région non traduite de la partie 5’ (5’UTR) de ses gènes cibles (voir chapitre 

I) (van Beest et al. 2000). Chez P. anserina l’analyse des séquences 5’UTR du gène 

Pa_1_13940, des gènes des types sexuels et leurs cibles (Bidard et al. 2011) montre que le 

motif TR-box est présent en 5’ de la phase codante de Pa_1_13940, FPR1 et FMR1 (Tableau 

15). J’ai également détecté la TR-box en amont de sept gènes cibles de FPR1 et de quatre 

gènes cibles de FMR1 (Tableau 15), notamment Pa_1_24410 et Pa_7_9070 qui sont 

exprimés différentiellement entre les souches sauvages et les souches mutantes �Pa_1_13940 

(expérience de RT-qPCR Tableau 14). Par contre les gènes mfm, mfp, PRE2, AOX, SAM, 

Pa_4_3858,� Pa_5_9770 et Pa_6_7350 ne possèdent pas de TR-box, bien que 

différentiellement exprimés entre le mutant �Pa_1_13940 et la souche sauvage. 

 Afin de vérifier le rôle de la TR-box pour les gènes FPR1 et FMR1, nous avons réalisé 

des intégrations ectopiques de FPR1 et FMR1 dépourvus du motif TR-box (fpr1
-TR, fmr1

-TR) 

dans les souches mutantes fpr1
- et fmr1

-
 (El-Khoury et al. 2008). Si la TR-box a un rôle 

essentiel dans la transcription de ces gènes, les copies ectopiques de fpr1
-TR et de fmr1

-TR ne 

seront pas transcrites et la fertilité des souches fpr1
- et fmr1

-
 ne sera pas restaurée. Nos 

expériences montrent sans ambigüité une complémentation de la stérilité des souches fpr1
- et 

fmr1
-
 par les copies ectopiques de fpr1

-TR et fmr1
-TR ce qui suggère que la TR-box n’est pas 

indispensable pour la transcription de ces gènes. 

Gène Séquence Position 

Pa_1_13940 

FMR1 

FPR1 

Gènes cibles de FPR1 

Pa_1_24410 

Pa_1_9625 

Pa_6_3770 

Pa_2_7170 

Pa_4_860 

Pa_5_3130 

AGAAGCCGGA ACAAAGAA AGGAACAAG 

AGGATAGCCA ACAAAGAA ATGACTGCC 

AAGGTGAATA ACAAAGAA ATACACTGA 

 

GTAAGTCTTA  ACAAAGAA CGCTGATCC 

GTGAAGTTCG ACAAAGAA GAGCTGGAG 

GTATCCCGAA ACAAAGGA AGGGAGTAG 

GAGACATTGA ACAAAGAG GCAAATAGA 

AAGCCTTGGT  GCAAAGAA ATCTTTCAAA 

TCGCCTCAAA  GCAAAGAA AGTATGAATG 

-739 

-153 

-371 

 

-201 

-116 

-865 

-601 

-785 

-115 
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Pa_7_2860 

Gènes cibles de FMR1 

Pa_7_9070 

Pa_0_1140 

Pa_5_10940 

Pa_6_10330 

TGGGCCAGTG  ACAAAGAA TGCTTTGTCG 

 

CCTGGCATCAACAAAGACCGGCGGGCC 

TGACAGAACA ACAAAGTGA ATTTCATT 

 CCCGAAAAAG ACAAAGCAC GCACGCAT 

  TAAGACCAAA ACAAAGCCA TCAAAAGTC 

-237 

 

-463 

-812 

-17 

-658 

Tableau 15: La TR-box est présente dans les régions 5’UTR (1000pb avant l’ATG) de Pa_1_13940, des gènes 
des types sexuels et des cibles de FMR1 et FPR1. La numérotation des nucléotides commence par -1 au premier 
nucléotide avant l’ATG du début de la CDS.  

3. Discussion  

3.1 La majorité des protéines à domaine HMG sont impliquées 

dans le développement sexué de Podospora anserina  

 Le génome de P. anserina code douze protéines à domaines HMG, dont huit 

identifiées dans cette étude par similarité de séquence avec N. crassa. Quatre gènes ont été 

analysés dans des études précédentes (Debuchy and Coppin 1992; Dequard-Chablat and 

Alland 2002). Trois de ces gènes ont un rôle direct dans la reproduction sexuée, puisque ce 

sont les gènes des types sexuels. Le quatrième gène, mtHMG1, est également impliqué dans 

la reproduction sexuée, mais il s’agit probablement d’un rôle indirect puisqu’il a une 

localisation mitochondriale. L’analyse du phénotype des délétions des huit gènes HMG 

identifiés dans cette étude nous a permis de mettre en évidence trois catégories de phénotypes 

touchant la reproduction sexuée:  

- un phénotype de stérilité femelle observée chez �Pa_6_4110, �Pa_7_7190 et 

�Pa_1_14230. Il faut noter que le phénotype de stérilité femelle est observé fréquemment 

chez P. anserina. Dans quelques cas, il peut être attribué à un effet direct, comme par 

exemple la mutation des récepteurs de phéromones pre1 et pre2 (Bidard et al. 2011) ou 

l’absence d’un ou plusieurs facteurs majeurs de transduction du signal, par exemple les 

mutants des gènes PaNOX1, PaASK1 et PaMKK1 (Kicka and Silar 2004; Brun et al. 2009). 

Dans les autres cas, il s’agit de perturbations du métabolisme général qui affectent de manière 

indéterminée et indirecte le développement de l’organe femelle (par exemple les mutants leu1 

auxotrophes pour la leucine). 

- un phénotype de stérilité mâle et femelle, chez le mutant �Pa_1_13940. Ce phénotype 

n’a été observé que chez les mutants des mating types. Nous examinerons en détail ce mutant 

dans la section suivante.  
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- la production des spermaties est aussi l’un des processus affectés par la délétion des 

gènes à HMG-box. Les mutants � Pa_7_7190 et � Pa_1_11050 produisent plus de spermaties 

que le sauvage.  

 Finalement, seuls trois gènes sur douze ne semblent pas impliqués dans la 

reproduction sexuée chez P. anserina. Il s’agit de Pa_1_7390, Pa_1_9380 et Pa_5_8400. 

L’analyse de leurs orthologues chez S. cerevisiae et S. pombe est susceptible de fournir des 

indications supplémentaires sur un rôle éventuel de ces gènes dans la reproduction sexuée. 

Pa_1_7390 ne possède pas d’orthologues chez ces deux levures. Pa_1_9380 possède un 

orthologue chez S. pombe (lsd1 ou SPBC146.09c) alors qu’aucun orthologue n’est détecté 

chez S. cerevisiae par FUNGIpath. Le gène Splsd1 code une histone démethylase qui régule 

l’extension de l’hétérochromatine aux centromères et au locus MAT via la démethylation de la 

lysine 9 de l’histone H3 (Lan et al. 2007). Les souches de S. pombe portant une délétion de 

Splsd1 ont une croissance végétative fortement réduite (Nicolas et al. 2006; Lan et al. 2007), 

alors que la délétion de Pa_1_9380 n’entraine aucun phénotype végétatif. Les diploïdes 

splsd1
+/- ont des défauts de sporulation, un très petit nombre de diploides produisant des 

spores viables, ce qui suggère que LSD1 a un rôle lors de la méiose (Lan et al. 2007). Là 

encore, aucune altération de ce type n’est détectable chez les mutants de P. anserina. 

L’ensemble de ces données suggère que LSD1 et Pa_1_9380 ont des fonctions différentes, ou, 

plus probablement, que des défauts dans la gestion de l’hétérochromatine ont moins de 

répercussion chez P. anserina que chez S. pombe. Il serait intéressant de ce point de vue de 

confirmer la fonction de Pa_1_9380 chez S. pombe. Pa_5_8400 est l’orthologue de 

SPBC19G7.04 chez S. pombe, tandis que chez S. cerevisiae aucun orthologue de Pa_5_8400 

n’est détecté par FUNGIpath. SPBC19G7.04 code un facteur de transcription régulateur du 

cycle cellulaire. Cette protéine est localisée dans le noyau et au niveau des fuseaux mitotiques 

et son pic d’activité est observé au début de la phase M (Bushel et al. 2009). Il n’y a aucune 

indication d’un rôle de cette protéine au cours du cycle sexué de S. pombe. 

 J’ai également recherché et examiné les orthologues des protéines pour lesquelles nous 

avons détecté un rôle dans la reproduction sexuée. Pa_7_7190 et Pa_1_11050 n’ont pas 

d’orthologues chez S. cerevisiae ni chez S. pombe. Pa_1_14230 possède un orthologue, 

NHP6A, et deux inparalogues, NHP6B et HMO1, chez S. cerevisiae. NHP6A et B sont 

impliqués dans l’organisation de la chromatine et la régulation des gènes appartenant à 

différents processus cellulaires. En effet, les délétions de NHP6A et NHP6B affectent 

l’expression de 197 gènes, et plus particulièrement les gènes impliqués dans le 

développement sexué de S. cerevisiae (exemple ASG7, MFA1 et AGA1), les gènes régulés par 

les phéromones (exemple FUS2 et FIG2) et les gènes de la biosynthèse de la méthionine 
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(exemple MET28 et SUL1) (Moreira and Holmberg 2000). En dépit de ces nombreuses 

perturbations, les doubles mutants nhp6a nhp6b sont capables de former des projections de 

conjugaison (shmoo) normales, et de faire un cycle sexué normal en croisement hétérozygote 

(Costigan et al. 1994). Il n’y pas d’indication disponible sur un éventuel croisement 

homozygote des doubles mutants. Enfin, Pa_6_4110 est l’orthologue de ROX1 (repressor of 

hypoxic genes) de S. cerevisiae. FUNGIpath n’identifie aucun orthologue de Pa_6_4110 chez 

S. pombe. ROX1 est un facteur de transcription répresseur des gènes qui permettent à S. 

cerevisiae d’utiliser l’oxygène en condition partiellement anaérobie (Balasubramanian et al. 

1993). La délétion de ce gène chez S. cerevisiae cause un retard des cellules en G1 (White et 

al. 2009). Aucune indication d’un rôle éventuel dans la reproduction sexuée n’est disponible 

pour ROX1. 

3.2 � Pa_1_13940 possède un phénotype particulier de 

développement sexué 

 Plusieurs mutants bloqués dans le processus de développement sexué ont été identifiés 

chez P. anserina. Dans la plupart des cas, le développement sexué est bloqué seulement si le 

mutant est utilisé comme parent femelle. Seules les mutations au niveau du locus mat peuvent 

engendrer une stérilité à la fois en temps que parent mâle et parent femelle. 

 Pendant cette étude nous avons montré que l’invalidation du gène à HMG-box 

Pa_1_13940 provoque aussi une double stérilité mâle et femelle. La mutation �Pa_1_13940 a 

une croissance végétative et une production des organes sexués semblables au sauvage mais 

dans des croisements homozygotes ou hétérozygotes il ne développe pas de périthèces. 

 En 1979, Thomas E. JOHNSON (Johnson 1979) a décrit un mutant de N. crassa fmf-1 

(female and male fertility-1) qui porte une mutation dans un gène qui a été identifié 

ultérieurement comme l’orthologue de ste11 de S. pombe (Iyer et al. 2009). Dans un 

croisement entre le mutant fmf-1 et le sauvage (fmf-1 x fmf-1
+), le développement des 

périthèces est bloqué précocement. Leur taille atteint 40% de la taille d’un périthèce sauvage 

mature. Cet arrêt de développement se produit dans tous les cas, que le mutant participe 

comme parent mâle et le sauvage comme parent femelle ou inversement, En revanche, le 

croisement fmf-1 x fmf-1
+
 est fertile si le noyau mutant fmf-1 est issu d’un hétérocaryon fmf-1 

+ fmf-1
+, il est donc hétérocaryon récessif. L’utilisation de la mutation tolerant (tol) pour 

supprimer l’incompatibilité des types sexuels dans l’hétérocaryon montre que [(fmf-1
+ tol A) + 

(fmf-1;tol a)] est autofertile tandis que [(fmf-1 tol A) + (fmf-1;tol a)] est auto stérile. Cela 

suggère que l’incompatibilité des types sexuels dans l’hétérocaryon empêche la diffusion de 

la protéine FMF-1 entre les mycéliums mat A et mat a. 
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 La première différence observée entre P. anserina et N. crassa est l’absence totale 

d’initiation du développement des périthèces dans un croisement hétérozygote impliquant 

�Pa_1_13940, et le début de développement observé dans un croisement impliquant fmf-1. 

Cette différence implique clairement que la fécondation a lieu chez N. crassa. Pour P. 

anserina, deux hypothèses sont envisageables. La première suggère que la fécondation n’a 

pas eu lieu car la souche �Pa_1_13940 produit des organes reproducteurs incapables de 

féconder à cause de la faible expression des phéromones et leurs récepteurs. La deuxième 

hypothèse propose que la fécondation a eu lieu mais le développement des périthèces n’est 

pas visible chez P. anserina par rapport à N. crassa. Afin de choisir entre ces deux 

hypothèses, on pourrait envisager des expériences de deuxième fécondation avec une souche 

sauvage. Par exemple, la fécondation d’une souche sauvage par les spermaties d’une souche 

�Pa_1_13940 peut être effective, mais le développement du périthèce rapidement arrêté après 

la fécondation. Une telle souche femelle ne devrait plus être fécondable par les spermaties 

d’une souche mâle sauvage. A contrario, si les spermaties d’une souche �Pa_1_13940 sont 

incapables de féconder une souche WT, les organes femelles de celle-ci sont disponibles pour 

une fécondation par les spermaties d’une souche WT de type sexuel complémentaire.  

 La deuxième différence observée entre P. anserina et N. crassa concerne la 

complémentation de la mutation �Pa_1_13940 ou fmf-1 par un noyau sauvage. L’efficacité 

de cette complémentation a été analysé dans différents procédés expérimentaux chez P. 

anserina et N. crassa. Chez P. anserina, cette complémentation est beaucoup plus difficile 

que chez N. crassa, voire même impossible dans certains schéma expérimentaux. Nous avons 

vu (paragraphe 2.4.2 ci-dessus) que cette absence de complémentation suggère que la protéine 

Pa_1_13940 serait nécessaire pour la formation des tissus sexués du périthèce. A l’inverse, la 

complémentation observée chez N. crassa suggère que la protéine FMF-1 n’est pas nécessaire 

pour le développement des tissus sexués. Donc les orthologues de SpSte11p auraient des 

fonctions différentes chez P. anserina et N. crassa.  

3.3 Pa_1_13940 régule le développement sexué chez Podospora 

anserina 

 Le gène Pa_1_13940 code une protéine à domaine MATA_HMG, identifiée comme 

l’orthologue de Ste11p de S. pombe (Leupold et al. 1991). Le facteur de transcription Ste11p 

contrôle le développement sexuel de S. pombe via l’activation des gènes des types sexuels et 

les gènes de la méiose (Sugimoto et al. 1991; Mata and Bähler 2006) (Chapitre I) et, il est 

possible que Pa_1_13940 et SpSte11p partagent le même rôle. 
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 La faible transcription des gènes mat (FPR1 dans mat+ et FMR1 dans mat-) et de 

certaines de leurs cibles dans un mutant � Pa_1_13940 montre que, comme SpSte11p, 

Pa_1_13940 régule l’expression des gènes mat (FPR1 et FMR1), qui à leur tour régulent 

directement ou indirectement (en coopération avec Pa_1_13940) les gènes impliqués dans le 

développement sexué de P. anserina. Ainsi, dans un contexte mat+, la protéine Pa_1_13940 

active l’expression de FPR1 qui à son tour active l’expression des gènes spécifiques mat + et 

inhibe l’expression des gènes spécifiques mat-. Dans le cas d’une souche mat-, Pa_1_13940 

active l’expression de FMR1 qui à son tour active l’expression des gènes spécifiques mat et 

inhibe l’expression des gènes spécifiques mat+.  

 La découverte d’une TR-box en amont de FPR1, FMR1, de certains de leurs gènes 

cibles et de Pa_1_13940 suggère que Pa_1_13940 se fixe spécifiquement à l’ADN via le 

même motif que celui utilisé par SpSte11p. Cependant les copies ectopiques FPR1 et FMR1 

dépourvues de la TR-box restaurent la stérilité des mutants fpr1
-
 et fmr1

- respectivement et 

sont donc toujours fonctionnelles. Pour expliquer ce résultat deux hypothèses sont possibles : 

- La TR-box est utilisée par Pa_1_13940 mais son absence n’empêche pas l’expression 

basale de FPR1 et FMR1 qui est suffisante pour restaurer la fertilité des mutants fpr1
- 

et fmr1
- respectivement.  

- La TR-box n’est pas utilisée par Pa_1_13940 pour réguler les gènes mat. La stratégie 

de régulation adoptée par Pa_1_13940 chez P. anserina est peut être plus complexe 

que celle de SpSte11p chez S. pombe ; il est possible que Pa_1_13940 reconnaisse un 

autre motif spécifique ou régule indirectement FPR1 et FMR1.  

3.4 Les protéines à domaine HMG forment un réseau de 

regulation complexe  

Des régulations impliquant des cascades de protéines à domaine HMG ont été 

identifiées chez plusieurs espèces, notamment la régulation des gènes à HMG-box mat-Mc et 

mat-Pc par le facteur de transcription à domaine HMG Ste11p chez S. pombe (voir partie 1 

paragraphe 3.2.3.4.2). Chez Ustilago maydis, le facteur de transcription à domaine HMG 

Rop1 active l’expression du gène prf1 qui code également un facteur de transcription à 

domaine HMG impliqué dans la régulation de l’expression des gènes mat, des phéromones et 

leurs récepteurs (Brefort et al. 2005). Chez les mammifères, le facteur de transcription à 

domaine HMG SRY active l’expression de SOX9 à domaine HMG impliqué dans la 

différentiation de l’appareil génital mâle (Kashimada and Koopman 2010). Chez P. anserina, 

nous avons identifié un réseau de régulation complexe entre plusieurs protéines à domaine 

HMG. Pa_1_13940 est regulé positivement par Pa_1_14230 et négativement par Pa_7_7190. 
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Pa_1_13940 régule la transcription de Pa_6_4110 et des gènes codant les facteurs de 

transcription FPR1 et FMR1 (Figure 35). Ces derniers contrôlent à leur tour la transcription 

des gènes impliqués dans le développement sexué de P. anserina. Pa_7_7190 et Pa_6_4110 

ont aussi un rôle dans la régulation de certains gènes cibles de FPR1 et FMR1, 

indépendemment de Pa_1_13940 et des gènes mat. Parmi ces gènes on trouve ceux qui codent 

les récepteurs des phéromones, ce qui explique le phénotype de la stérilité femelle chez les 

mutants �Pa_6_4110 et �Pa_7_7190. 

 
Figure 35: Réseaux de régulation entre les protéines à domaine HMG chez S. pombe, U. maydis, les mammifères 
et P. anserina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



�

���

4. Conclusion 

 Dans cette étude, nous avons montré que les gènes à HMG-box chez P. anserina ont 

un rôle très important dans le développement sexué de cette espèce, spécialement 

Pa_1_13940 le premier acteur de la régulation des gènes nécessaires à la reproduction sexuée. 

Ce gène code un facteur de transcription qui semble jouer le même rôle que Ste11p de S. 

pombe. Les orthologues de Pa_1_13940 chez les champignons filamenteux sont très peu 

étudiés. Nous avons aussi démontré que Pa_1_13940 à des liens de régulation avec trois  

autres gènes à HMG-box dont la délétion induit une stérilité femelle chez P. anserina. Il est 

donc nécessaire de poursuivre l’analyse afin de mieux comprendre les mécanismes par 

lesquels les protéines à domaine HMG régulent le développement sexué chez P. anserina. Par 

exemple l’étude de la cinétique d’expression de Pa_1_13940 durant le cycle de vie de P. 

anserina permettrait de réaliser des analyses transcriptomiques à des moments précis du cycle 

et d’identifier les cibles de Pa_1_13940, les expériences de retard sur gel permettrait de 

déterminer le site de fixation de Pa_1_13940 et trier ses cibles, et l’utilisation de la technique 

du double-hybride permettrait de vérifier l’interaction entre Pa_1_13940 et les autres 

protéines à domaine HMG notamment les facteurs de transcription codés par les gènes mat. 

Enfin, il est aussi nécessaire de préciser si les mutants �Pa_1_13940 sont bloqués pendant ou 

après la fécondation.  
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Conclusion générale  

 Au cours de ma thèse, j’ai identifié les cibles directes ou indirectes des facteurs de 

transcription MAT qui sont impliquées dans la reconnaissance intercellulaire et la 

reconnaissance internucléaire entre mat+ et mat-. Mes résultats montrent une complexité 

inattendue des circuits de régulation du développement sexué chez P. anserina. L’analyse de 

la fécondation, révèle l’existence de huit possibilités de régulation par les facteurs de 

transcription FPR1 et FMR1 (activation ou répression). Dans le cas de la reconnaissance 

internucléaire, le système de régulation est encore plus complexe que celui de la fécondation. 

Les facteurs de transcription FPR1, FMR1 et SMR2 forment probablement un complexe pour 

réguler les gènes impliqués dans la formation des hyphes ascogènes. La majorité des gènes 

cibles identifiés interviennent dans le métabolisme général et n’ont aucune relation avec le 

développement sexué, contrairement à S. pombe et S. cerevisiae, chez lesquels toutes les 

cibles des facteurs de transcription MAT sont impliquées dans la reproduction sexuée.  

 Il faut compléter les expériences de microarray par des analyses in silico afin de 

chercher le site de fixation des facteurs de transcription MAT et trier leurs cibles directes et 

indirectes. En plus pour le cas de la reconnaissance internucléaire il faut utiliser un matériel 

biologique plus spécifique à ce stade, c’est à dire extraire le contenu de périthèces où se 

déroule la reconnaissance entre un noyau mat+ et un noyau mat-. Je propose également 

d’étudier la relation entre FPR1, FMR1 et SMR2 pour vérifier la possibilité de la formation 

d’un complexe hétérotrimérique.  

 La recherche des gènes impliqués dans le développement sexué parmi les gènes à 

HMG-box, nous a permis d’identifier pour la première fois chez P. anserina le régulateur des 

gènes mat. Pa_1_13940 est un facteur de transcription qui semble jouer le même rôle que son 

orthologue Ste11p de S. pombe. Les orthologues de Pa_1_13940 chez les champignons 

filamenteux sont très peu étudiés. Il est nécessaire de continuer la rechercher des cibles de ce 

facteur de transcription par des approches microarray ou par des analyse in silico en 

identifiant son site de fixation. Les cibles de Pa_1_13940 peuvent être des acteurs essentiels 

du développement sexué chez les champignons filamenteux. En outre, l’étude de Pa_1_13940 

nous permettra de compléter le schéma de régulation du développement sexué par les gènes 

mat. Enfin, il faut poursuivre la dissection de la fonction des protéines à domaine HMG, plus 

particulièrement celles qui causent la stérilité femelle. 
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Annexe 1: Composition de la référence utilisée dans les expériences de 
microarray 

- Croisement à 96 h 

 1. Croissance de 96 h d’une souche mat+ ou mat- sur M2+toile à bluter  

 2. Arrosage avec des microconidies de la souche de signe opposé récoltés par lavage 

 d’une culture de 120 h de la souche de type sexuel opposé 

 3. Incubation pendant 96 h après arrosage  

 4. Prélèvement du matériel biologique  

- Croisement à 48 h 

 1 et 2. Comme précédemment 

 3. Incubation pendant 48h après arrosage  

 4. Prélèvement du matériel biologique  

- Mycélium à 48 h  

 1. Croissance de 48 h d’une souche mat+ ou mat-sur M2+cellophane  

 2. Prélèvement du matériel biologique  

- Mycélium à 96 h 

 1 et 2 Comme précédemment avec une croissance de 96 h 
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Annexe 2: Protocole de préparation des ARN (Méthode QIAGEN) 

1. Placer le mycélium congelé dans le cryotube Nalgene avec la bille d’acier (BBI-8546916, 

Sartorius) refroidie à l’azote liquide, refermer et placer dans le container à cryotube du 

Mikro-Dismembrator (Sartorius) également refroidi à l’azote liquide. 

2. Broyer 1 min à 2600 rpm. 

3. Transférer dans le cryotube Nalgene 700µl de RLT (RNeasy Lysis Buffer ) + 7µl de 

mercaptoethanol et laisser décongeler. 

4. Vortexer le mélange tampon + poudre de mycélium puis transférer sur la colonne 

QIAshredder (permet de casser l’ADN et d’éliminer les fragments de mycélium). 

5. La colonne est centrifugée 2 min à 10000 rpm.  

6. L’éluât est récupéré (attention car le mycélium résiduel forme un culot qu’il ne faut pas 

pipeter) et transféré dans un tube RNAse-free + 350 µl d’éthanol. 

7. Mélanger immédiatement par pipetages. 

8. Déposer la moitié du mélange sur une colonne RNeasy et centrifuger 1 min à 10000 rpm. 

9. Eliminer l’éluat puis répéter l’étape 7 avec le reste du mélange. 

10. Laver la colonne avec 350 µl de tampon RW1 (washing buffer). 

11. Centrifuger 1 min à 12000rpm. 

12. Traitement à la DNase : dans un tube RNase-free, préparer 10 µl de DNase + 70 ul de 

tampon RDD, déposer ce mélange sur le centre de la colonne et incuber 20 min à 28°C. 

13. Ajouter 350 µl de tampon RW1. 

14. Centrifuger 1 minute à 12000 rpm. 

15. Eliminer le surnageant.  

16. Laver avec 500 ul de tampon RPE. 

17. Attendre 2 min avant centrifugation (améliore l’étape de lavage). 

18. Centrifuger 2 minutes à 12000 rpm. 

19. Répéter le lavage (améliore la qualité des ARNs). 

20. Pour finir centrifuger 1 min à 12000 rpm afin d’assécher la colonne. 

21. Transférer la colonne dans un tube RNase-free puis éluer avec 2 fois 50 µl d’eau DEPC. 

22. Transférer les 100 µl d’éluat dans deux tubes RNase free : 60 µl dans un tube pour 

congélateur à -80°C (stock) et 40 µl pour -20°C (pour test). 

 

 

 
 

Annexe 3 : La technique de délétion des gènes chez P. anserina 
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1. Principe de la méthode (Colot et al. 2006) 

 

Amplification des régions flanquantes par PCR 

 

 

 

Transformation de S. cerevisiae pour la recombinaison 

 

Sélection des [URA+] et extraction des plasmides par la technique de zymoliase 

 

Transformation d’E. coli pour la multiplication du plasmide 

 

Extraction du plasmide et linéarisation par AscI 

 

 

Transformation de P.anserina 

2. Le plasmide pRS426-2µ 

 Un vecteur navette E.coli/ S. cerevisiae contenant le marqueur URA3, la cassette de 

résistance à l’ampicilline (AmpR) et le gène lacZ qui code la B-galactosidase. 
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Carte génétique du plasmide pRS426 

3. Dessin des amorces 

 Dessiner les amorces dans les régions 3’ et 5’ (20 pb) du gène à déléter de façon à 

obtenir des fragments de 1 à 1.3kb (voir principe de la méthode). 

Pour chaque amorce spécifique d’un gène on ajoute une région 5’ commune pour toutes les 

délétions  

5f: GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGCGCGCC+ séquence 5f de la partie 

à déléter 

5r: CAGCAGCCGCACGCGGCGCATCTCGGAAC+séquence 5r de la partie à déléter 

3f: TCCTTCTTTCTAGCTAGAGGATCCTCTAC+séquence 3f de la partie à déléter 

3r: GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGGCGCGCC séquence 3r de la 

partie à déléter  

La séquence en vert présente le site de restriction de l’enzyme AscI qui va nous permettre de 

lineariser la cassette de délétion 

Les séquences en rouge sont complémentaires au plasmide pRS426. 

Les séquences en bleu sont complémentaires à la cassette hph  

NB : L’orientation de la phase codante de hph est identique à celle du gène à déléte 

4. Amplification des régions flanquantes par PCR 
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 Préparer deux tubes pour chaque délétion (un pour la partie 5’ et un pour la partie 3’) 

Produits Réaction de 50 µl 

Tampon Pfu 10X 5µl 

H2O 5 µl 

dNTPs 1 mM 10 µl 

Amorce spécifique du gène 5r (ou 3r) 5pmol/µl 10 µl 

Amorce spécifique du gène 5f (ou 3f) 5pmol/µl 10 µl 

Plasmide qui contient le gène 1 ng/µl 10 µl 

ADN polymérase Pfu 1U/µl (Promega) 1 µl 

Programme de PCR 94°C 2 min  

    94°C, 30 sec  

    25	 cycles 55°C, 30 sec  

    68°C, x min (2 min par kb) 

    68°C, 5 min�

5. Amplification de la cassette hph 

Produits Réaction de 50 µl 

Tampon Pfu 10X  5 µl 

H2O 5 µl 

dNTPs 1 mM 10 µl 

Amorce hphf 5pmol/µl 10 µl 

Amorce hphr 5pmol/µl 10 µl 

Plasmide pMOcosx 1ng/µl 10 µl 

ADN polymérase Pfu 1U/µl (Promega) 1 µl 

� hphf GTTCCGAGATGCGCCGCGTGC 

� hphr GTAGAGGATCCTCTAGCTAG 

Programme de PCR:  

    94°C 2 min  

    94°C, 30 sec  
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  15 cycles  55°C, 30 sec  

    68°C, 7 min  

   68°C, 5 min 

6. Digestion de pRS426 

 Pour chaque transformation nous avons besoin de 100 ng/µl du plasmide pRS426 

digéré par XhoI et EcoRI :  

Produits� Réaction de 100 µl�

Tampon R+10X 10 µl 

Plasmide pRS426 circulaire 100ng/µl 90 µl 

Enzyme XhoI (fermentas) 2 µl 

� Incuber 4 h à 37°C. 

� Purifier avec un kit de purification de produits PCR. 

� Ajouter le tampon spécifique d’EcoRI (10 µl) et l’enzyme EcoRI (5 µl). 

� Incuber toute la nuit à 37°C. 

� Purifier avec un kit de purification de produits PCR. 

7. Préparation des milieux 

7.1 Milieu YPG  

� Yeast extract     6 g 

� Bcto peptone    12 g 

� Glucose    12 g 

� Agar pour le milieu solide  10 g 

� Eau     600 ml 

� Autoclaver 5min à 110°C. 

7.2 Milieu SC-Ura (sélectif) 

Mélange 1 : 

� Yeast Nitrogen Base (YNB)   1.7 g 

� Ammonium sulfate     5 g 

� Eau      50 ml 

� Ajouter 100 mg de chacun des acides aminés suivant: Ile, Leu, Val, Arg, Ade, Thr, 

His, Trp, Tyr et Met. 
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� Compléter à 100 ml avec de l’eau. 

� Filtrer avec un filtre de 0.2 µm. 

Mélange 2 : 

� Glucose     10g 

� Bacto agar pour le milieu solide  7.5g 

� Eau       450ml 

� Autoclaver 5 min à 120. 

� Ajouter 50 ml du Mélange 1. 

8. Transformation des levures  

8.1 Milieux  

� YPG Liquide  

� Milieu sélectif SC-Ura solide  

8.2 Solutions 

- Solution filtrée d’acétate de lithium 1 M (LiAc)   

- Solution filtrée d’acétate de lithium 0,1 M (LiAc)   

- Solution PEG 3350 50 % 

- ADN entraîneur à 5 mg/ml (sheared salmon sperm DNA (2 mg/ml)) 

8.3 Préparation des cellules compétentes 

1. Ensemencer la souche de levure W303 (voir matériels et méthodes) dans 5 ml de milieu 

YPG et incuber à 30°C avec agitation pendant la nuit. 

2. Diluer la culture de la nuit dans 50 ml de milieu YPG et cultiver à 30°C sous agitation 

jusqu'à une densité cellulaire de 1. 

3. Lorsque la DO600=1, centrifuger la culture pendant 5 min à 4000 rpm dans un tube Falcon. 

4. Eliminer le surnageant 

5. Effectuer 1 lavage en resuspendant délicatement le culot à la pipette dans 25 ml d’eau 

stérile. 

6. Centrifuger pendant 5 min à 4000 rpm. 

7. Eliminer le surnageant. 

8. Resuspendre le culot dans 1 ml de la solution d’acétate de lithium 0.1 M. 

9. Transférer dans un tube 1.5 ml.  

10. Centrifuger pendant 15 sec à 13000 rpm. 

11. Eliminer le surnageant. 

12. Resuspendre le culot dans 400 µl de la solution d’acétate de lithium 0.1 M. 
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8.4 Transformation des levures 

1. Pour chaque transformation transférer 50 �l de cellules compétentes dans une tube de 1,5 

ml inclure un témoin positif (plasmide réplicatif de levure portant le même marqueur de 

sélection que celui des transformations à effectuer) et un témoin négatif sans ADN. 

2. Centrifuger pendant 15 sec à 13000rpm. 

3. Eliminer le surnageant. 

4. Dans chaque tube ajouter 

• PEG 3350 50%    240 �l 

• Acétate de lithium 1 M   36 �l 

• Sheared salmon sperm DNA (2 mg/ml) 50 �l 

• H2O stérile     34-x �l 

• (x) est le volume total de plasmide pRS426 linéaire (2µl), cassette hph (2µl) et 

les fragments 3’ (2µl) et 5’ (2µl) amplifiés par PCR. 

NB : on n’est pas besoin de purifier les produits de PCR pour faire la 

transformation de levure.  

5. Mélanger soigneusement au Vortex. 

6. Incuber à 30°C pendant 30 min sans agiter (chambre de culture 30°C) 

7. Mélanger en inversant les tubes  

8. Effectuer un choc thermique en plaçant les tubes 30 min à 42°C. 

9.  Centrifuger pendant 15 sec à 13000 rpm. 

10.  Enlever 50 % de surnageant et resuspendre le culot dans le reste du surnageant. 

11.  Étaler les cellules avec des billes de verre sur 2 boîtes de milieu sélectif. 

12.  Incuber les boîtes à 30°C pendant 48 à 72 h.  

9. Extraction du plasmide  

9.1 Solutions  

Solution de zymoliase : pour un volume total de un 1 ml 

� Tris Hcl 1 M pH8   50 µl 

� EDTA 0.5 M pH8   20 µl 

� �-mercaptoethanol   3 µl 

� Zymoliase conservé à 4°C  1mg 

� H2O     927µl 

Préparer une solution de 10 ml qui peut se conserver un mois à 4°C 

Solution d’acétate d’ammonium 7.5M : 

� Acétate d’ammonium�� � 28.91 g 
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� H2O      50 ml 

Solution SDS 10 % 

9.2 Protocoles 

1. Mettre en suspension une colonie de levure dans 5 ml de milieu SC-Ura et incuber à 30°C 

avec agitation pendant toute la nuit (pour chaque transformation analyser 4 colonies) 

2. Transférer 2 ml de la culture dans un tube Eppendorf 2 ml.  

3. Centrifuger pendant 2 min à 8000 rpm.  

4. Eliminer le surnageant puis répéter les étapes 2,3.  

5. Resuspendre le culot dans la solution de zymoliase (150 µl). 

6. Incuber à 37°C pendant 1 h.  

7. Ajouter 20 µl de SDS 10% et 100 µl d’acétate d’ammonium 7.5 M.  

8. Vortexer et incuber 15 min à -80°C. 

9. Centrifuger 15 min à 15000 rpm. 

10. Transférer le surnageant dans un tube 1.5 ml et ajouter 0.6 volume d’isopropanol (150µl). 

11. Vortexer et incuber 15 min à -80°C. 

12. Centrifuger 15 min à 15000 rpm. 

13. Eliminer le surnageant et mettre le culot en solution dans H2O 100 µl. 

14. Traiter à la RNase, puis reprécipiter avec l’ethanol + acétate d’ammonium. 

15. Vortexer, centrifuger, éliminer le surnageant et mettre le culot en solution dans H20 20 µl. 

16. Analyser par PCR pour identifier les transformants positifs (1 µl de la solution). 

 

 

Produits Réaction de 25 µl 

Tampon de la Dream Taq 10X 2.5 µl 

H2O 15µl 

dNTPs 1 mM 2.5µl 
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Amorce pRS3’ 5pmol/µl 2µl 

Amorce pRS5’ 5pmol/µl 2µl 

ADN 1µl 

Dream Taq 1U/µl (Fermontas) 0.12 �l 

 

- pRS3’ CTTTGAGTGAGCTGATACCG  

- pRS5’ GCTAAGGTAGAGGGTGAACG  

Programme de PCR  

    94°C 2 min  

   94°C, 30 sec  

  20 cycles 55°C, 30 sec  

   72°C, x min (1min par kb) 

   72°C, 5 min 

17. Transformer E. coli avec le reste de l’extraction d’ADN de S. cerevisiae. 

10. Transformation bactérienne 

10.1 Protocole 

1. Déposer 10 à 20 µl d'ADN dans un tube en verre placé dans la glace. 

2. Laisser décongeler les cellules compétentes dans la glace. 

3. Transférer 150 à 200 �l des cellules décongelées dans le tube contenant l'ADN 

plasmidique. 

4. Mélanger doucement (ne pas vortexer). 

5. Laisser le mélange ADN/cellules 30 min dans la glace. 

6. Soumettre à un choc thermique en plaçant le tube dans un bain marie à 42°C pendant 40 

sec. 

7. Ajouter 1 ml de milieu LB stérile.  

8. Mettre en culture à 37°C sous agitation pendant 1 h. 

9. Centrifuger pendant 5 min à 3000 rpm. 

10. Eliminer 800 µl du surnageant et resuspendre le culot bactérien dans le volume restant. 

11. Étaler la suspension bactérienne avec des billes de verre sur 2 boîtes de LB + Ampicilline 

(100 �g/ml). 

12. Incuber les boites 48 h à 37°C 
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Attention : un essai témoin sera réalisé sur un tube ne contenant pas d’ADN, en suivant la 

même procédure d’identification des colonies positives par PCR avec les amorces (pRS3’ et 

pRS5’) 

11. Extraction de l’ADN bactérien 

11.1 Solutions 

Solution 1 :  

- Glucose   50 mM 

- Tris Hcl pH8   25 mM  

- EDTA    10 mM 

Solution 2 : 

- NaOH     0.2 M 

- SDS    1 % 

Solution 3 : 

- Potassium acétate   29.43 g 

- Glacial acide acétique  11.5 ml 

- H2O     28.5 ml 

- Conserver à 4°C 

Solution PEG+ Nacl 

- PEG    13 % 

- NaCl    1.6 M 

Chlorure de lithium LiCl 10 M 

11.2 Protocole 

1. Préparer une préculture des bactéries transformées sur un  milieu LB + ampicilline (10 

ml) à 37°C sous agitation toute la nuit. 

2. Diluer la culture de la nuit dans le milieu LB+ Ampicilline (200 ml) et cultiver à 37°C 

sous agitation pendant 24 h. 

3. Centrifuger les cultures dans des grandes bouteilles pendant 10 min à 4000 rpm. 

4. Resuspendre le culot dans la solution 1 (7ml) et le transférer dans un tube Falcon de 50 

ml. 

5. Ajouter un peu de lysozyme, mélanger et laisser agir 10 min à température ambiante. 

6. Ajouter 20 ml de la solution 2, mélanger délicatement par inversion et incuber 10 min 

à température ambiante. La solution devient très visqueuse. 
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7. Ajouter 15 ml de la solution 3 froide et mélanger immédiatement mais délicatement 

par inversion du tube. Observez la précipitation des débris bactériens et de l'ADN 

chromosomique.  

8. Centrifuger 10 min à 4000 rpm. 

9. Transférer le surnageant dans un erlenmeyer.  

10.  Ajouter 0.6 volume d’isopropanol, mélanger et laisser précipiter. 

11.  Transférer dans des tubes de verre et centrifuger 10 min à 4000 rpm. 

12.  Eliminer le surnageant et répéter l’étape 11. 

13. Ajouter 3 ml d’éthanol à 70 %, vortexer et centrifuger 10 min à 4000 rpm. 

14. Eliminer le surnageant et ajouter 3 ml d’eau.  

15. Lorsque le culot est totalement dissous, ajouter 1 ml de la solution de chlorure de 

lithium à 10 M. 

16. Laisser dans la glace 10 min.  

17. Centrifuger 10 min à 4000 rpm. 

18. Transférer le surnageant dans un nouveau tube.  

19.  Ajouter un volume égale d’isopropanol (4 ml).  

20. Centrifuger 10 min à 4000 rpm. 

21. Eliminer le surnageant et ajouter 3ml d’éthanol à 70 %. 

22. Centrifuger 10 min à 4000 rpm. 

23.  Eliminer le surnageant puis sécher 1 h au lyophilisateur.  

24.  Resuspendre le culot dans 300µl d’H2O et transférer l’ensemble dans un tube 

Eppendorf 1.5 ml. 

25.  Laver le premier tube avec 200 µl d’H2O et ajouter le lavage aux 300 µl. 

26.  Ajouter 1 µl de RNAse 10 mg/ml et incuber à 37°C pendant 1 h. 

27.  Ajouter 500 µl de NaCl + PEG et laisser dans la glace quelques minutes. 

28.  Centrifuger 5 min à 11000 rpm. 

29.  Eliminer le surnageant et ajouter 1ml d’ethanol à 70%. 

30.  Centrifuger 1min à 11000 rpm  

31.  Eliminer le surnageant puis sécher le culot sous vide 

32.  Resuspendre le culot dans 300 µl d’H2O. 

33.  Analyser par PCR (amorces pRS3’ et pRS5’) pour vérifier la présence de la cassette 

de délétion. 

12. Linéarisation de la cassette de délétion  

1. Préparer une dilution du plasmide pRS426 avec la cassette de délétion afin d’obtenir entre 

5 et 10 µg d’ADN pour transformer P. anserina. 
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2. Dans un volume de 100 µl, ajouter 5 µl de l’enzyme AscI et 5 µl de tampon Tango 

(Fermentas). 

3. Incuber 5 h à 37°C. 

4. Passer sur gel pour vérifier la taille de la cassette de délétion. 
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Annexe 4: Protocole de préparation de la banque « paire end » selon 
Illumina. 

1. Principe 

 

 

 

�A"  l’ADN génomique est fragmenté par nébulisation, "B" des séquences adaptatrices sont 

liguées aux extrémités des fragments puis le mélange réactionnel est mis à migrer par 

électrophorèse, "C" les fragments qui possèdent les bonnes séquences adaptatrices sont 

sélectionnées par PCR.   

2. Réparation des extrémités 3’ et 5’ des fragments d’ADN  

 Ce protocole permet l’obtention des fragments d’ADN avec des bouts francs, l’activité 

exonucléase 3’ à 5’ de la T4 DNA polymérase et l’enzyme Klenow répare la région 3’ tandis 

que l’activité polymérase répare la région 5’. 

2.1 Matériels 

- Tampon T4 DNA ligase 10 mM ATP (BioLabs)  

- dNTP Mix 10 mM  

- BSA  

- H2O  

- Klenow enzyme 1 U/µl  

- T4 PNK (PolyNucléotide Kinase) 1 U/µl  

- T4 DNA polymérase 1 U/µl (BioLabs)  

- QIAquick PCR Purification Kit (QIGEN) 

2.2 Protocols 

1. Preparer le Mix suivant: 

- ADN fragmentés par nébulisation (1 à 2µg)   25 µl 

- Tampon T4 DNA ligase 10 mM ATP    10 µl 
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- dNTP Mix 10 mM     4 µl 

- BSA       1 µl 

- H2O       60 µl 

- Klenow enzyme 1 U/µl    2 µl 

- T4 PNK (PolyNucléotide Kinase) 1U/µl  2 µl  

- T4 DNA polymérase 1 U/µl    2 µl 

Le volume total doit être à 100 µl  

2. Incuber dans le thermocycleur 30 min à 20 C°. 

3. Purifier l’ADN à l’aide du kit PCR purification de QIAquick PCR Purification Kit. 

- Ajouter 5 volumes du tampon PB. 

- Transférer l’ensemble sur la colonne QIAquick. 

- Centrifuger 1 min à 13000 rpm. 

- Eliminer l’éluat et ajouter 750 µl de tampon PE. 

- Centrifuger 1min à 13000 rpm. 

- Eliminer l’éluat et centrifuger 5 min à 13000 rpm. 

- Déposer la colonne sur un tube propre 1.5 ml et éluer l’ADN avec 40 µl de tampon 

EB. 

3. Ajouter la base « A » à la région 3’ des fragments d’ADN  

 L’activité polymérase de l’enzyme  Klenow (3’et 5’ exo moins) permet d’ajouter la 

base A à la région 3’ afin de fixer les adaptateurs sur l’ADN. 

3.1 Matériels  

- Tampon NE 10 x (BioLabs) 

- BSA 

- dATP 1 mM 

- Klenow fragment 3’ à 5’ exo moins (BioLabs) 

- Kit MinEluat PCR purification 

3.2 Protocole 

1. Préparer le mélange suivant : 

- Tampon NE 2 10x     5 µl 

- BSA       1 µl 

- D’ATP 1 mM      10 µl 

- L’échantillon d’ADN     35 µl 

- Klenow fragment 1U/µl    2 µl 

2. Incuber le mélange dans le thermocycleur 30min à 37C°. 

3. Purifier l’ADN à l’aide du Kit Minieluat PCR purification. 
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- Ajouter 5 volumes du tampon PB.  

- Transférer l’ensemble sur la colonne QIAquick. 

- Centrifuger 1min à 13000 rpm. 

- Eliminer l’eluat et ajouter 750 µl de tampon PE.  

- Centrifuger 1 min à 13000 rpm. 

- Eliminer l’eluat et centrifuger 5 min à 13000 rpm. 

- Déposer la colonne sur un tube propre 1.5 ml et éluer l’ADN avec 12 µl de tampon 

EB. 

4. Ligation des adaptateurs : 

 Pendant cette étape nous allons fixer les adaptateurs aux extrémités des fragments 

d’ADN, ces adaptateurs sont nécessaires durant le séquençage ils permettent la fixation des 

fragments d’ADN sur les cellules de séquençage. 

4.1 Matériels  

- Quick DNA Ligation Buffer 2X (BioLabs)  

- Tampon DNA ligase (BioLabs) 

- DNA ligase (BioLabs) 

- Adaptateur 1 : P-GATCGGAAGAGCACACGTCT 

- Adaptateur 2 : ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 

4.2 Protocole 

1. Appariement des adaptateurs  

- Quick DNA Ligation Buffer 2x   10 µl 

- Adaptateur 1 100 pmol/µl     3 µl 

- Adaptateur 2 100 pmol/µl    3 µl 

- H2O       4 µl 

- Incuber 5 min à 94C° puis laisser refroidir lentement à température ambiante pendant 

30 min. 

2. Ligation des adaptateurs  

- Tampon DNA ligase     10 µl 

- Echantillon d’ADN     10 µl 

- Adaptateur 1+2     5 µl 

- ADN ligase      1 µl 

3. Incuber dans un thermocycleur 15 min à 25C°. 

5. Purification des produits de ligation 

5.1 Matériels 
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- TBE 5X 

- Bromide d’ethidium (BET) 

- Bleu de charge 

- Marqueur de taille 

- Agarose 

- Kit QIAquick gel extraction  

5.2 Protocole  

1. Préparer un gel d’agarose 2 % (pour éviter la contamination entre les souches il faut 

préparer un gel pour chaque échantillon d’ADN). 

2. Déposer 5 µl du marqueur de taille.  

3. Déposer 30 µl de l’échantillon d’ADN+ 5 µl de bleu de charge. 

4. Lancer l’électrophorèse à 120 V dans du TBE +BET. 

5. Visualiser les bandes d’ADN par les UV. 

6. Découper la bande à 300 pb. 

7. Extraire l’ADN par le Kit QIAquick gel extraction : 

• Ajouter 3 volumes du tampon QG.  

• Incuber 10 min à 50C° jusqu’ale dissout totale du gel. 

• Ajouter 1 volume de l’isopropanol. 

• Transférer le mélange sur la colonne. 

• Centrifuger 1 min à 13000 rpm. 

• Eliminer l’eluat et ajouter 750 µl du tampon PE 

• Attendre 2 min et centrifuger 1min à 13000 rpm 

• Eliminer l’eluat et centrifuger 5 min à 13000 rpm pour sécher la colonne  

• Transférer la colonne sur un tube 1.5 ml puis éluer l’ADN avec 30 µl du 

tampon EB  

• Centrifuger 1min à 13000 rpm  

• Conserver l’ADN à -20 C°  

6.  Amplification des fragments d’ADN-adaptateurs par PCR 

 Cette étape permet non seulement de sélectionner les fragments d’ADN qui 

contiennent les adaptateurs aux deux extrémités mais aussi d’insérer les index spécifiques à 

chaque souche. La présence des index sur l’ADN est indispensable lors du séquençage de 

plusieurs souches à la fois dans une même piste, ils permettent de trier entre les souches 

pendant l’analyse bioinformatique des banques 

 

6.1 Matériels 
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- ADN polymérase Phusion (FINNZYMES) 

- Tampon Phusion HF 5 x (FINNZYMES) 

-  Kit QIAquick PCR Purification 

- Gel d’agarose 2 % 

- Index 1 (ADN fpr1
-) : 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTC 

- Index 2 (ADN fmr1
-) : 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTC 

- Index 3 (ADN WT mat-) : 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTC 

- Amorce InpE1 : 

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTC

CGATCT 

- Amorce InpE2 : GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 

6.2 Protocole  

1. Préparer le mix pour la PCR : 

- H2O       30.5 µl 

- Tampon Phusion HF 2x    10 µl 

- dNTPs      1.5 µl 

- Index       1 µl 

- Amorce InpE1 25 µM    1 µl 

- Amorce InpE2 0.5 µM    1 µl 

- L’échantillon d’ADN    5 µl 

- ADN polymérase Phusion 1 U/µl   0.5 �l 

2. Programme PCR : 

   30 s à 98 C° 

   10 s à 98 C° 

   18 x 30 s à 65 C° 

   30 s à 72 C° 

   5 min à 72 C° 

3. Purification du produit de PCR par le Kit QIAquick PCR PurificationVérifier sur gel 

d’agarose 2 % la présence de la bande à 300 pb 

4. Clonage des fragments d’ADN  

 Les produits PCR sont clonés dans le vecteurs pcR4Blunt topo. Une suspension 

cellulaire d’E.coli est transformée (Annexe 3) puis étalée sur un milieu sélectif LB solide 
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contenant de l'ampicilline (50 �g.ml-1), en présence d'X-Gal. Les boîtes sont incubées une 

nuit à 37°C. 15 colonies blanches par banque sont repiquées sur milieu LB+ ampicilline et 

validées par PCR 

- Préparer le mix de PCR : 

- Tampon green Gotaq 5 x   5 µl 

- MgCl2      1.5 µl 

- dNTP 1mM     2.5 µl 

- Amorce UP     2 µl 

- Amorce RP     2 µl 

- Polymerase Gotaq 1U/µl   0.1µl 

- H2O      12 µl 

Programme PCR: 

   2 min à 94C° 

     30 s à 94 C° 

   30x  30 s à 55 C° 

    1 min à 72 C° 

    5 min à 72 C° 

- Identifier les colonies positives sur gel d’agarose 1 % 
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Annexe 5 : Sites d’internet utilisé au cours de cette étude. 

 

 
 
 
 
 

Nom Adresse Fonction 

NCBI  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Programmes 

d’alignements Blast  

Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/ Programmes de recherche 

des domaines protéiques  

Clustal W http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ Programmes 

d’alignements multiples  

Meme http://meme.nbcr.net/meme4_6_1/cgi-

bin/meme.cgi 

Programmes de recherche 

des motifs sur les 

séquences nucléotidique   

Podospora anserina 

Genome Project 

http://podospora.igmors.u-psud.fr/ Site spécifique 

P.anserina 

FUNGIpath http://embg.igmors.u-psud.fr/fungipath/ Programmes de recherche 

des orthologues chez les 

champignons 

Neurospora crassa  

Genome Project 

http://www.broadinstitute.org/annotation/genom

e/neurospora/News.html 

Site spécifique N. crassa   

SGD http://www.yeastgenome.org/ Site spécifique 

Saccharomyces 

cerevisiae 

GDB http://old.genedb.org/genedb/pombe/ Site spécifique 

Schizosaccharomyces 

pombe 

Fusarium graminearum  

Database 

http://www.broadinstitute.org/annotation/genom

e/fusarium_graminearum/MultiHome.html 

Site spécifique Fusarium 

graminearum   

Chaetomium globosum 

Database 

http://www.broadinstitute.org/annotation/genom

e/chaetomium_globosum/Home.html 

Site spécifique 

Chaetomium globosum  

Magnaporthe grisea 

Database 

http://www.broadinstitute.org/annotation/fungi/

magnaporthe/ 

Site spécifique  

Chaetomium globosum    
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Annexe 6 : Liste des gènes différentiellement exprimés dans la comparaison 
mat+/fpr1

- chez P. anserina et adjacentes aux orthologues des gènes 
différentiellement exprimés dans la comparaison MAT1-2-1/�MAT1-2-1 

best hit accession 
number G. 

monoliformis 

accession number for P. 

anserina orthologs 

P. anserina gene differentially expressed in mat+ vs fpr1-and adjacent to an 
ortholog differentially expressed in MAT1-2-1 vs �MAT1-2-1strains of G. 

monoliformis 
 

AAX07692 Pa_3_1320 Pa_3_1300 

EAA73884 Pa_3_8360 Pa_3_8390 

EAL85418 Pa_5_10260 Pa_5_10247 

EAA73871 Pa_5_9270 Pa_5_9260 ; Pa_5_9280 

EAL90830 Pa_7_2730 Pa_7_2740 

EAA76607 Pa_1_17820 Pa_1_17860 

CAE76555 Pa_1_11510 Pa_1_11530 

EAL95577 Pa_1_17420 Pa_1_17430 

EAL89964 Pa_5_10420 Pa_5_10410 

EAL88607 Pa_4_6440 Pa_4_6450 

EAA74619 Pa_4_5820 Pa_4_5840 

EAA74990 Pa_3_5360 Pa_3_5330 

EAL90845 Pa_6_5140 Pa_6_5160 

CAE76499 Pa_1_13790 Pa_1_13780 

XP_711465 Pa_2_13660 Pa_2_13600 

EAL88773 Pa_4_6850 Pa_4_6840; Pa_4_6870 

EAL86321 Pa_5_8670 Pa_5_8610 ; Pa_5_8620 ; Pa_5_8640 ; Pa_5_8660 

EAL93262 Pa_3_1770 Pa_3_1760 

EAL91268 Pa_7_7800 Pa_7_7840 

EAA67345 Pa_2_1050 Pa_2_1040 

CAF05897 Pa_5_9150 Pa_5_9120 

ZP_00401899 Pa_1_14320 Pa_1_14390 

BAA07817 Pa_3_7480 Pa_3_7460 

CAC27836 Pa_1_18080 Pa_1_18090 

CAC27836 Pa_2_10220 Pa_2_10240 

CAC45043 Pa_2_6020 Pa_2_6010 ; Pa_2_6030 

EAL91008 Pa_7_2770 Pa_7_2740 ; Pa_7_2790 

P21951 Pa_5_3400 Pa_5_3395 

XP_751919 Pa_2_11580 Pa_2_11595 

EAA68557 Pa_2_4375 Pa_2_4370 

CAA62528 Pa_3_9370 Pa_3_9380 ; Pa_3_9350 

AAX07705 Pa_6_10260 Pa_6_10280 ; Pa_6_10220 

XP_887169 Pa_1_18830 Pa_1_18840 ; Pa_1_18860 ; Pa_1_18880 

CAJ04126 Pa_4_9630 Pa_4_9620 ; Pa_4_9660 ; Pa_4_9690 ; Pa_4_9700 

NP_595638 Pa_5_4600 Pa_5_4590 ; Pa_5_4630 

EAA78050 Pa_2_11690 Pa_2_11720 

NP_497198 Pa_1_16180 Pa_1_16170 

AAW69356 Pa_5_870 Pa_5_860 

CAD71100 Pa_2_13870 Pa_2_13920 
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CAA04646 Pa_4_8890 Pa_4_8880 ; Pa_4_8920 

EAL92474 Pa_5_5720 Pa_5_5700 

EAL92998 Pa_5_7260 Pa_5_7250 ; Pa_5_7290 

EAL89069 Pa_5_5500 Pa_5_5490 ; Pa_5_5510 

CAE85549 Pa_4_8680 Pa_4_8675 ; Pa_4_8720 

NP_011681 Pa_1_21250 Pa_1_21210 ; Pa_1_21280 

EAA75069 Pa_2_11630 Pa_2_11595 

AAD10252 Pa_2_2150 Pa_2_2160 ; Pa_2_2180 ; Pa_2_2190 

AAW44097 Pa_3_360 Pa_3_350 

EAL91616 Pa_7_10850 Pa_7_10880 

AAH24401 Pa_0_260 Pa_0_290 

CAC09327 Pa_1_16140 Pa_1_16130 ; Pa_1_16170 ; Pa_1_16180 

XP_324798 Pa_1_14790 Pa_1_14800 ; Pa_1_14820 

EAA70869 Pa_1_19310 Pa_1_19290 ; Pa_1_19330 

EAL89710 Pa_6_9750 Pa_6_9760 

CAD21366 Pa_2_1930 Pa_2_1890 ; Pa_2_1960 

AAW69346 Pa_2_13190 Pa_2_13160 

CAC28724 Pa_6_10910 Pa_6_10880 

XP_646132 Pa_5_4250 Pa_5_4220 

EAA73460 Pa_6_10610 Pa_6_10620 ; Pa_6_10590 

AAL57485 Pa_5_6340 Pa_5_6330 

BAB98356 Pa_1_12430 Pa_1_12450 

CAA76330 Pa_1_22930 Pa_1_22920 

XP_747610 Pa_2_6540 Pa_2_6590 

XP_718105 Pa_3_6370 Pa_3_6360 

CAH03680 Pa_2_1240 Pa_2_1200 ; Pa_2_1280 ; Pa_2_1290 

ABA49992 Pa_4_7640 Pa_4_7620 ; Pa_4_7600 

AAL66352 Pa_6_11240 Pa_6_11260 ; Pa_6_11270 

Q00332 Pa_7_10170 Pa_7_10120 

EAK96719 Pa_5_5450 Pa_5_5470 

EAL85758 Pa_1_19290 Pa_1_19330 

EAL84525 Pa_1_22300 Pa_1_22320 ; Pa_1_22330 

Q09694 Pa_1_10980 Pa_1_10990 

ABA21858 Pa_1_22740 Pa_1_22700 

BAA13047 Pa_3_4260 Pa_3_4240 

CAE76548 Pa_1_14470 Pa_1_14420 

CAI47587 Pa_6_2860 Pa_6_2880 

CAE85550 Pa_4_8700 Pa_4_8720 

CAE76477 Pa_1_16850 Pa_1_16860 

EAL86037 Pa_6_3260 Pa_6_3270 ; Pa_6_3280 ; Pa_6_3290 

ZP_00660025 Pa_1_8280 Pa_1_8260 

ZP_00660025 Pa_7_860 Pa_7_870 ; Pa_7_880 

CAD71035 Pa_2_9800 Pa_2_9790 ; Pa_2_9810 

AAW40619 Pa_2_9440 Pa_2_9430 ; Pa_2_9420 ; Pa_2_9410 

XP_418353 Pa_3_1720 Pa_3_1710 

CAE76242 Pa_1_6390 Pa_1_6350 

CAC28812 Pa_2_11870 Pa_2_11900 
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CAD21326 Pa_2_8400 Pa_2_8430 ; Pa_2_8440 

AAB61278 Pa_1_17000 Pa_1_17010 ; Pa_1_17020 

EAA68099 Pa_2_2360 Pa_2_2350 ; Pa_2_2340 

EAA75931 Pa_7_5250 Pa_7_5260 ; Pa_7_5270 

CAD21357 Pa_2_10640 Pa_2_10610 

CAD70798 Pa_7_1580 Pa_7_1600 

XP_731508 Pa_7_1230 Pa_7_1270 ; Pa_7_1280 

EAL90922 Pa_1_15330 Pa_1_15320 

EAA68333 Pa_2_980 Pa_2_960 

XP_895972 Pa_2_3200 Pa_2_3210 

XP_753012 Pa_3_9690 Pa_3_9700 ; Pa_3_9660 

EAL90415 Pa_4_8560 Pa_4_8540 ; Pa_4_8590 

EAL90415 Pa_5_7760 Pa_5_7750 

EAL92505 Pa_5_7800 Pa_5_7830 

CAE81941 Pa_1_5740 Pa_1_5710 

EAA68216 Pa_5_2510 Pa_5_2520 ; Pa_5_2530 ; Pa_5_2540 

BAB72843 Pa_3_8500 Pa_3_8470 

XP_322154 Pa_7_9240 Pa_7_9200 ; Pa_7_9270 

CAE76096 Pa_2_6460 Pa_2_6484 

AAC39498 Pa_4_7730 Pa_4_7740 ; Pa_4_7750 ; Pa_4_7760 

CAD21256 Pa_0_1030 Pa_0_1000 

EAA72018 Pa_1_17480 Pa_1_17430 

EAL93176 Pa_7_3760 Pa_7_3770 

EAL93176 Pa_1_5400 Pa_1_5410 

EAL93176 Pa_1_7170 Pa_1_7150 

EAL93176 Pa_1_23740 Pa_1_23750 

EAL93176 Pa_3_5690 Pa_3_5670 ; Pa_3_5710 

EAL93176 Pa_7_5110 Pa_7_5140 

EAL93176 Pa_6_6450 Pa_6_6440 

EAL93176 Pa_6_10440 Pa_6_10430 

EAL93176 Pa_5_1430 Pa_5_1420 

XP_327310 Pa_1_23930 Pa_1_23910 ; Pa_1_23900 

EAA70773 Pa_3_3190 Pa_3_3210 
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Annexe 7 : Liste des gènes différentiellement exprimés dans la comparaison 
du croisement � fpr1

-
 X � WT mat- par rapport au croisement � fmr1

-
smr2

-
 

X � WT mat+. 
� Gènes délétés. a Gènes délétés dans des études précédente (Coppin et al. 2005). b  Gènes délétés dans l’étude de 
la fécondation (Bidard et al. 2011). FC fold change. COG Clusters of Orthologous Groups. 

ID Fonction 
FC  

Liste 1 
COG délétion 

Pa_2_2310 
mat+ specific pheromone precursor encoded by the 

mfp gene 
-83,9 unclassified � a 

Pa_1_24410 Putative SAM-dependent methyltransferases -11,04 
Cell envelope biogenesis, outer membrane / 

Coenzyme metabolism 
� b 

Pa_6_9560 Putative Pisatin demethylase -4,69 
Secondary metabolites biosynthesis, 

transport, and catabolism 
 

Pa_4_1380 Putative Pheromone receptor -3,58 unclassified � b 

Pa_1_19170 Unknown function -3,48 Coenzyme metabolism � 

Pa_0_1270 Unknown function -3,3 Carbohydrate transport and metabolism � 

Pa_7_4100 Unknown function -3,29 
Translation, ribosomal structure and 

biogenesis 
� b 

Pa_1_18670 Unknown function -3,23 unclassified � 

Pa_3_8000 Unknown function -3,18 unclassified � 

Pa_5_3110 Unknown function -3,03 unclassified � 

Pa_5_3115 Unknown function -2,85 unclassified � 

Pa_1_17942 Unknown function -2,69 unclassified � 

Pa_1_17947 Unknown function -2,67 unclassified � 

Pa_5_12020 Unknown function -2,66 unclassified � 

Pa_1_17960 Putative insecticidal toxin complex protein -2,56 Cell envelope biogenesis, outer membrane � 

Pa_4_7760 Putative farnesyltransferase subunit beta -2,35 
Posttranslational modification, protein 

turnover, chaperones 
�b 

Pa_5_6340 
Putative mitochondrial medium-chain specific acyl-

CoA dehydrogenase precursor 
-2,32 Lipid metabolism  

Pa_1_13080 Putative transporter -2,23 Carbohydrate transport and metabolism � 

Pa_3_10200 Unknown function -2,23 unclassified � 

Pa_3_3350 Unknown function -2,23 unclassified � 

Pa_6_9980 Unknown function -2,08 unclassified � 

Pa_2_4890 Unknown function -2,03 unclassified � 

Pa_7_1380 Putative oxidoreductase -2,02 Energy production and conversion  

Pa_2_7630 Unknown function -2 unclassified � 

Pa_5_1490 Putative inositol monophosphatase 2,04 
Inorganic ion transport and metabolism / 
Carbohydrate transport and metabolism 

 

Pa_4_977 Unknown function 2,06 unclassified � 

Pa_2_10300 Unknown function 2,07 unclassified � 

Pa_1_6014 Unknown function 2,1 unclassified � 

Pa_1_910 Putative monooxygenase 2,1 
Inorganic ion transport and metabolism / 

Secondary metabolites biosynthesis, 
transport, and catabolism 

 

Pa_6_7350 Putative Aspartic protease 2,14 unclassified �b 

Pa_1_19540 Putative transporter 2,17 Carbohydrate transport and metabolism � 

Pa_mito_nad6 Putative NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 6 2,21 unclassified  

Pa_4_6000 Unknown function 2,26 unclassified � 

Pa_2_11900 
Glucose-repressible protein encoded by the PaGrg1 

gene 
2,29 unclassified  

Pa_2_7580 Putative protein FAM62B 2,31 unclassified � 

Pa_6_6990 Putative Glycoside Hydrolase Family 18 2,41 unclassified � 

Pa_1_5940 Unknown function 2,43 unclassified � 

Pa_5_10560 Unknown function 2,45 unclassified � 

Pa_2_130 Unknown function 2,47 unclassified � 

Pa_5_6960 Unknown function 2,72 unclassified � 

Pa_5_6970 Unknown function 2,81 unclassified � 

Pa_mito_nad1 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 3,07 unclassified  

Pa_1_8290 
mat- specific pheromone precursor encoded by the 

mfm gene 
20,79 unclassified �a 
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Annexe 8 : Liste des gènes communs entre les comparaisons � WT mat+ X 
� WT mat-/� fpr1- X �WT mat- (liste2) et �WT mat- X �WT mat+/�fmr1-

smr2- X �WT mat+ (liste3).  
� Gènes délétés. FC fold change. COG Clusters of Orthologous Groups. 

ID Fonction 
FC 

Liste 2 
FC 

Liste 3 
COG Délétion 

Pa_7_3020 Unknown function 9,25 4,1 unclassified  

Pa_1_290 Unknown function 7,53 16,49 unclassified � 

Pa_1_540 Unknown function 7,36 9,57 unclassified � 

Pa_1_21670 Unknown function 6,42 12,69 unclassified � 

Pa_6_11050 Unknown function 6,1 5,93 unclassified  

Pa_6_11710 Unknown function 5,98 9,17 unclassified � 

Pa_7_4430 Unknown function 5,85 4,88 unclassified  

Pa_5_3610 Unknown function 5,69 6,29 unclassified  

Pa_1_18840 Unknown function 5,68 10,37 Signal transduction mechanisms � 

Pa_5_4580 Putative pyruvate decarboxylase isozyme 3 5,67 6,92 

Carbohydrate transport and metabolism / 
Coenzyme metabolism / acetolactate 

synthase, pyruvate dehydrogenase 
(cytochrome), glyoxylate carboligase, 
phosphonopyruvate decarboxylase / 

 

Pa_5_940 Unknown function 5,59 6,98 unclassified � 

Pa_4_2080 Unknown function 5,44 9,81 unclassified � 

Pa_1_3290 Unknown function 5,14 6,14 unclassified � 

Pa_6_6330 Putative NADPH dehydrogenase 5,04 4,93 Energy production and conversion  

Pa_5_90 Unknown function 5,02 5,78 unclassified � 

Pa_7_10740 Unknown function 4,93 7,03 unclassified  

Pa_1_18880 Unknown function 4,91 7,73 unclassified � 

Pa_1_17250 Unknown function 4,85 4,69 unclassified � 

Pa_6_1130 Putative Annexin 4,58 5,82 Intracellular trafficking and secretion � 

Pa_4_5980 Unknown function 4,57 4,48 unclassified  

Pa_4_8300 Putative mitochondrial chaperone BCS1 4,32 8,27 
Posttranslational modification, protein 

turnover, chaperones 
 

Pa_5_315 Unknown function 3,89 4,62 unclassified  

Pa_2_10530 Putative Acyl-CoA dehydrogenase family 3,68 3,74 Lipid metabolism  

Pa_4_9350 
peroxisomal 3-keto-acyl-CoA thiolase 

encoded by pthik 
3,63 3,61 Lipid metabolism  

Pa_5_11750 Putative NADP-dependent oxidoreductase 3,61 4,29 Energy production and conversion  

Pa_1_1300 Unknown function 3,57 6,09 unclassified  

Pa_1_10820 
Putative bifunctional P-450:NADPH-P450 

reductase 
3,52 4,22 

Inorganic ion transport and metabolism / 
Secondary metabolites biosynthesis, 

transport, and catabolism 
 

Pa_1_6190 
Putative Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase [NAD+] 
3,49 4,37 GpsA, Glycerol-3-phosphate dehydrogenase  

Pa_1_24430 Unknown function 3,48 5,19 unclassified  

Pa_1_9760 Putative NADPH dehydrogenase 3,45 2,07 Energy production and conversion  

Pa_6_5270 Putative 26S proteasome subunit RPN4 3,45 5,27 unclassified  

Pa_5_4585 Unknown function 3,39 3,33 unclassified  

Pa_2_11930 Unknown function 3,38 4,79 unclassified  

Pa_5_11490 
Putative guanine nucleotide-binding protein 

alpha-2 subunit 
3,37 3,59 unclassified  

Pa_1_18090 Unknown function 3,34 2,75 unclassified  

Pa_2_2160 Putative lipase 3,32 4,64 unclassified  

Pa_6_840 Unknown function 3,32 3,83 unclassified  

Pa_6_90 Unknown function 3,27 2,87 unclassified  

Pa_2_6276 Unknown function 3,24 5,66 unclassified  

Pa_1_21590 Unknown function 3,09 3,76 unclassified  

Pa_4_9800 Putative transporter 3,04 4,65 Carbohydrate transport and metabolism  

Pa_6_9540 Unknown function 3,03 4,24 unclassified  

Pa_3_9660 Putative Carbohydrate Esterase Family 1 3 4,29 
Secondary metabolites biosynthesis, 

transport, and catabolism / Amino acid 
transport and metabolism 

 

Pa_7_3090 Unknown function 2,98 2,88 unclassified  
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Pa_2_7200 
Putative aflatoxin biosynthesis 

ketoreductase 
2,87 2,32 

Secondary metabolites biosynthesis, 
transport, and catabolism 

 

Pa_4_3960 Unknown function 2,84 2,72 unclassified  

Pa_1_15530 Unknown function 2,81 3,91 unclassified  

Pa_3_7340 Putative Polyamine transporter 2,8 3,51 Carbohydrate transport and metabolism  

Pa_0_1410 Unknown function 2,77 3,32 unclassified  

Pa_6_4810 Unknown function 2,75 3,56 unclassified  

Pa_2_1290 Unknown function 2,74 3,43 unclassified  

Pa_5_3130 Unknown function 2,72 4,31 Lipid metabolism  

Pa_6_9890 Putative Inositol polyphosphate kinase 2,71 4,01 unclassified  

Pa_3_70 Unknown function 2,69 2,17 unclassified  

Pa_6_1340 
Putative Mitochondrial precursor of 

Carnitine O-acetyltransferase 
2,68 3,16 unclassified  

Pa_7_2860 
Putative 3',5'-cyclic-nucleotide 

phosphodiesterase 
2,66 2,93 Signal transduction mechanisms  

Pa_1_2580 Unknown function 2,65 3,29 unclassified  

Pa_1_18410 Unknown function 2,61 3,99 unclassified  

Pa_4_5450 Unknown function 2,6 3,29 unclassified  

Pa_6_5310 Putative Amino acid permease 2,59 3,3 Amino acid transport and metabolism  

Pa_1_6930 Unknown function 2,57 3,46 unclassified  

Pa_4_7450 
Putative 3-methyl-2-oxobutanoate 

hydroxymethyltransferase 
2,57 3,63 

Coenzyme metabolism / Carbohydrate 
transport and metabolism 

 

Pa_3_9350 Unknown function 2,55 3,52 unclassified  

Pa_1_15590 Unknown function 2,54 2,33 unclassified  

Pa_5_3290 Putative Glycoside Hydrolase Family 18 2,54 2,55 Carbohydrate transport and metabolism  

Pa_5_1500 Unknown function 2,5 3,32 Cell envelope biogenesis, outer membrane  

Pa_5_7760 Putative cation-transporting ATPase 2,49 2,93 Inorganic ion transport and metabolism  

Pa_3_8550 Unknown function 2,48 3,34 unclassified  

Pa_6_5870 Unknown function 2,48 3,08 unclassified  

Pa_1_22530 Putative 2-nitropropane dioxygenase 2,47 3 Lipid metabolism  

Pa_3_6950 Putative long-chain-fatty-acid--CoA ligase 2,47 2,62 
Secondary metabolites biosynthesis, 

transport, and catabolism / Lipid 
metabolism 

 

Pa_2_6278 Unknown function 2,44 3,17 unclassified  

Pa_4_3400 Putative Nucleoside deaminase 2,4 3,72 
Nucleotide transport and metabolism / 
Translation, ribosomal structure and 

biogenesis 
 

Pa_1_1460 
Putative 3-hydroxyacyl-CoA 

dehydrogenase 
2,38 2,26 

Secondary metabolites biosynthesis, 
transport, and catabolism 

 

Pa_3_720 Unknown function 2,37 2,33 unclassified  

Pa_3_9970 Unknown function 2,37 2,84 unclassified  

Pa_5_7830 Unknown function 2,37 3,49 unclassified  

Pa_1_10340 Unknown function 2,36 2,61 unclassified  

Pa_1_5380 Unknown function 2,33 2,86 unclassified  

Pa_7_5250 Unknown function 2,32 3,4 unclassified  

Pa_4_830 Unknown function 2,29 3,26 unclassified  

Pa_4_1960 Unknown function 2,27 2,57 unclassified  

Pa_2_4820 Unknown function 2,26 3,57 Cell envelope biogenesis, outer membrane  

Pa_5_8390 Unknown function 2,26 3,48 unclassified  

Pa_4_1900 
Putative Heterokaryon incompatibility 

protein 
2,25 2,07 unclassified  

Pa_1_1950 Unknown function 2,24 2,18 unclassified  

Pa_2_1550 Unknown function 2,24 2,42 unclassified  

Pa_5_12915 Unknown function 2,23 2,48 unclassified  

Pa_1_8270 Putative fumarate reductase 2,22 2,54 
Energy production and conversion / 

Coenzyme metabolism 
 

Pa_2_6830 Unknown function 2,22 2,81 unclassified  

Pa_1_16550 Unknown function 2,21 2,31 unclassified  

Pa_7_10380 Unknown function 2,19 3,35 unclassified  

Pa_2_8460 Putative glutathione peroxidase 2,17 2,36 
Posttranslational modification, protein 

turnover, chaperones 
 

Pa_2_8520 Unknown function 2,14 2,74 unclassified  

Pa_7_5780 
Putative peroxisomal adenine nucleotide 

transporter ANT1 
2,14 2,38 unclassified  
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Pa_2_8820 Unknown function 2,13 2,59 unclassified  

Pa_4_5510 Unknown function 2,13 2,74 unclassified  

Pa_1_1690 Unknown function 2,11 2,04 unclassified  

Pa_2_4930 Unknown function 2,09 2,31 unclassified  

Pa_1_21400 Unknown function 2,08 3,04 unclassified  

Pa_7_3430 Unknown function 2,08 2,37 unclassified  

Pa_7_190 
Putative pyoverdine/dityrosine biosynthesis 

protein 
2,07 2,38 

Secondary metabolites biosynthesis, 
transport, and catabolism 

 

Pa_1_16130 Unknown function 2,06 3,29 

Transcription / RNA processing and 
modification / Cell division and 

chromosome partitioning / Chromatin 
structure and dynamics 

 

Pa_1_22930 Putative DNA-binding protein cre-1 2,05 3,39 unclassified  

Pa_4_360 Unknown function 2,04 2,27 unclassified  

Pa_3_1760 Putative MFS transporter 2,03 2,27 Carbohydrate transport and metabolism  

Pa_3_2050 Putative AAA superfamily ATPases 2,03 2,28 
Posttranslational modification, protein 

turnover, chaperones 
 

Pa_4_890 
Putative signal transduction histidine-

protein kinase 
2,03 3,21 Signal transduction mechanisms  

Pa_1_18990 
Putative 1-phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate phosphodiesterase 
2,02 2,6 unclassified  

Pa_1_8110 Unknown function 2,01 2,28 unclassified  

Pa_5_3160 Unknown function 2,01 2,02 
Cell envelope biogenesis, outer membrane / 

Carbohydrate transport and metabolism 
 

Pa_2_1680 Unknown function 2 2,03 unclassified  

Pa_5_640 Unknown function 2 2,84 unclassified  

Pa_3_2200 Unknown function -2,01 -2,16 Signal transduction mechanisms  

Pa_6_8770 Putative Aprataxin -2,01 -2,43 unclassified  

Pa_1_1840 Unknown function -2,04 -2,12 unclassified  

Pa_5_7720 Unknown function -2,05 -2,61 unclassified  

Pa_3_925 Unknown function -2,07 -2,57 unclassified  

Pa_1_22370 Unknown function -2,13 -3,18 unclassified  

Pa_4_1280 Unknown function -2,14 -2,2 Coenzyme metabolism  

Pa_4_4550 Putative Aldehyde dehydrogenase -2,16 -2,49 Energy production and conversion  

Pa_4_1940 Putative dehydrogenase -2,22 -2,05 Energy production and conversion  

Pa_4_3820 Putative dehydrogenase -2,32 -4,25 Energy production and conversion  

Pa_1_4050 Putative ATP-dependent permease -2,36 -2,26 Defense mechanisms  

Pa_4_3890 Putative ATP-binding (ABC) transporters -2,41 -2,44 
Defense mechanisms / Inorganic ion 

transport and metabolism / Coenzyme 
metabolism / 

 

Pa_5_1210 Unknown function -2,43 -2,18 unclassified  

Pa_1_495 Unknown function -2,45 -2 unclassified  

Pa_4_6330 
Putative protein similar to protein TRI15 of 

Fusarium sporotrichioides 
-2,49 -2,75 unclassified  

Pa_3_210 Putative Isopenicillin N epimerase -2,5 -3,22 Amino acid transport and metabolism  

Pa_5_3660 Unknown function -2,51 -4,24 
Secondary metabolites biosynthesis, 

transport, and catabolism 
 

Pa_7_11030 Unknown function -2,51 -3,43 unclassified  

Pa_4_3780 Putative oxidoreductase -2,54 -3,79 
Secondary metabolites biosynthesis, 

transport, and catabolism 
 

Pa_2_6485 Unknown function -2,56 -2,43 unclassified  

Pa_1_21160 Unknown function -2,6 -2,38 unclassified  

Pa_6_850 Unknown function -2,64 -2,52 unclassified  

Pa_1_205 Unknown function -2,66 -2,28 unclassified  

Pa_1_8950 Unknown function -2,78 -4,5 Inorganic ion transport and metabolism  

Pa_4_5090 Unknown function -2,78 -3,49 unclassified  

Pa_1_16705 Unknown function -2,91 -2,35 Cell envelope biogenesis, outer membrane  

Pa_5_12470 
Putative protein similar to hemerythrin-like 

protein C869,06c of S,pombe 
-2,94 -3,91 unclassified  

Pa_7_4770 Unknown function -3,03 -2,08 unclassified  

Pa_1_22860 Unknown function -3,09 -2,97 Inorganic ion transport and metabolism  

Pa_1_55 Unknown function -3,11 -2,84 unclassified  

Pa_1_4960 Unknown function -3,15 -4,02 unclassified  

Pa_6_9090 Unknown function -3,15 -3,67 unclassified  
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Pa_7_1060 
CATP2 small subunit catalase encoded by 

the catP2 gene 
-3,2 -3,46 Inorganic ion transport and metabolism  

Pa_2_7860 
Putative vacuolar basic amino acid 

transporter 
-3,37 -3,32 Carbohydrate transport and metabolism  

Pa_4_1610 
Putative polyketide synthase / Acyl-

coenzyme A synthetases/AMP-(fatty) acid 
ligases 

-3,55 -5,65 
Secondary metabolites biosynthesis, 

transport, and catabolism / Lipid 
metabolism 

 

Pa_6_7370 Unknown function -3,89 -5,22 unclassified  

Pa_1_15495 Unknown function -4,73 -5,91 unclassified  

Pa_3_10530 Unknown function -5,89 -7,33 unclassified  

Pa_0_1560 
Putative protein similar to YGL110C of 

Saccharomyces cerevisiae 
-6,4 -7,57 unclassified  

Pa_7_4190 Unknown function -11,31 -9,43 unclassified  

Pa_2_4790 Putative transesterase -23,64 -31,85 
Defense mechanisms / Cell envelope 

biogenesis, outer membrane 
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Annexe 9: Les couleurs des résidus présentent dans les alignements des 
acides aminés 
a si plus d'un résidu est spécifié, les règles sont appliquées à chacun de ces résidus. 
b si les résidus sont connecté ensemble telle que WLVIMAFCHP alors n’importe quelle combinaison de ces 
résidus doit attendre ou dépasser le pourcentage de la couleur donnée. 
 

Résidu a couleur Règle de couleur (minimum %, groupe de résidu)b 

A, I, L, M, F, W, V BLEU (+ 60%, WLVIMAFCHP) 

R, K ROUGE (+ 60%, KR), (+ 80%, K, R, Q) 

N VERT (+ 50%, N), (+ 85%, N, Y) 

C BLEU (+ 60%, WLVIMAFCHP) 

C ROSE (100%, C) 

Q VERT (+ 60%, KR), (+ 50%, QE), (+ 85%, Q, E, K, R) 

E MAGENTA (+ 60%, KR), (+ 50%, QE), (+ 85%, E, Q, D) 

D MAGENTA (+ 60%, KR), (+ 85%, K, R, Q), (+ 50%, ED) 

G ORANGE (+ 0%, G) 

H, Y CYAN (+ 60%, WLVIMAFCHP), (+ 85% W, Y, A, C, P, Q, F, H, I, L, M, V) 

P JAUNE (+ 0%, P) 

S, T VERT (+ 60%, WLVIMAFCHP), (+ 50%, TS), (+ 85%, S, T) 
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Annexe 10: Résultats de la quantification de la transcription des gènes des 
les mutant HMG par rapport au sauvage 
N/A:la quantification relative n’est pas disponible. 

*: p-value > 0.05 
REF: gène de référence 
 

. 

Souche 
APa_1_13940 

Souche 
APa_1_14230 

Souche 
APa_6_4110 

Souche 
APa_7_7190 Type de gène NOM 

mat+ mat- mat+ mat- mat+ mat- mat+ mat- 

Pa_1_13940 N/A N/A 0.095 0.07 1.3 1.3 3.6 4 

Pa_1_14230 0.9* 1.0* N/A N/A 1.0* 1.2 1.0* 1.1* 

Pa_6_4110 0.30 0.36 0.12 0.19 N/A N/A 1.8 2.1 

Génes 
HMG-box 

Pa_7_7190 1.1* 0.76* 1.1* 1.2* 0.9* 1.4 N/A N/A 

Géne mat- FMR1 N/A 0.1 N/A 0.12 N/A 0.45 N/A 2.6 

MFM N/A 0.004 N/A 0.06 N/A 0.60 N/A 2.6 

PRE1 N/A 0.1 N/A 0.12 N/A 0.1 N/A 0.6 
Génes cibles 

mat- 
Pa_6_7350 N/A 0.005 N/A 0.14 N/A 1.5 N/A 4.3 

Géne mat+ FPR1 0.25 N/A 0.73 N/A 0.45 N/A 3.3 N/A 

MFP 0.0004 N/A 0.07 N/A 0.25 N/A 1.1* N/A 

PRE2 0.25 N/A 0.14 N/A 0.24 N/A 0.58 N/A 

Pa_4_3858 0.030 N/A 0.38 N/A 0.35 N/A 1.2* N/A 

Pa_1_24410 0.0002 N/A 0.12 N/A 0.72 N/A 3 N/A 

Pa_5_9770 0.3 N/A 0.07 N/A 2 N/A 8.7 N/A 

AOX 0.5 N/A 3.9 N/A 0.79* N/A 0.88* N/A 

PEPCK 1.1* N/A 0.46 N/A 1.3* N/A 2.7 N/A 

Génes cibles 

mat+ 

Pa_4_80 1.2* N/A 16 N/A 1.0* N/A 1.4 N/A 

AS1 REF REF REF REF REF REF REF REF 

CIT1 N/A N/A 1.2 0.9 1.0* 0.83 0.87* 0.78 

GPD 1.0* 1.0* 1.8 1.5 REF REF 1.3 1.3 

H2A REF REF 1.6 2 1.1* 1.1 1.0* 1.2 

LEU1 1.2* 1.2 0.76 0.9 0.87 1.2 1.2 1.5 

PAH1 N/A N/A 0.6 0.4 1.1* 1.2* 0.9* 0.79* 

PDF 0.6 0.7 1.5 1.5 0.95* 1* 1.2 1.3 

TBP REF REF 0.78 0.6 1.0* 1.0* 0.85* 0.75 

TIP REF REF 1.1* 1.1* REF REF 1.1* 1.1 

Génes de 
ménage 

UBC 0.8 1.0* 2 2 0.8 0.9 1.3 1.5 
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