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Figure 14 : Présentation schématique des axes de la these.

Figure 15 : Principe de détermination des valeurs cardinales de croissance a partir des modéles
primaires et secondaires. Exemple du facteur température.
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Figure 17 : Protéomes de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (A) et M. circinelloides CBS 277-49 (B) sur
milieu PDA. Les numéros indiqués correspondent aux spots protéiques présentant une différence
d’expression égale ou supérieure a 1.6 pour une souche par rapport a I'autre.

Figure 18 : Protéomes de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (A) et M. circinelloides CBS 277-49 (B) sur
milieu CA. Les numéros indiqués correspondent aux spots protéiques présentant une différence
d’expression égale ou supérieure a 1.6 pour une souche par rapport a I'autre.

Figure 19 : Répartition fonctionnelle des protéines surexprimées sur milieu PDA (A) et CA (B) pour M.
lanceolatus UBOCC-A-109153 (en gris) et M. circinelloides CBS 277-49 (en noir).

Figure 20 : Etude des protéines communément ou spécifiquement exprimées par M. lanceolatus
UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 sur milieux PDA et CA.

Figure 21 : Analyse String-DB des protéines surexprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur
milieu PDA. L’analyse a été menée sur la base des homologies déterminées avec le protéome de S.
cerevisiae. L'épaisseur des lignes indique la force du support de données (confiance). Parametres
sélectionnés : (i) textmining, neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-occurrence and
co-expression active interaction sources; (ii) medium confidence as the minimum required
interaction source; (iii) no predicted interactors shown.

Figure 22 : Analyse String-DB des protéines surexprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur
milieu CA. L'analyse a été menée sur la base des homologies déterminées avec le protéome de S.
cerevisiae. L'épaisseur des lignes indique la force du support de données (confiance). Parametres
sélectionnés : (i) textmining, neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-occurrence and
co-expression active interaction sources; (ii) medium confidence as the minimum required
interaction source; (iii) no predicted interactors shown.

Figure 23 : Analyse String-DB des protéines surexprimées par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu
PDA. L'analyse a été menée sur la base des homologies déterminées avec le protéome de S.
cerevisiae. L'épaisseur des lignes indique la force du support de données (confiance). Parameétres
sélectionnés : (i) textmining, neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-occurrence and
co-expression active interaction sources; (ii) medium confidence as the minimum required
interaction source; (iii) no predicted interactors shown.

Figure 24 : Analyse String-DB des protéines surexprimées par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu
CA. L’analyse a été menée sur la base des homologies déterminées avec le protéome de S. cerevisiae.
Parameétres sélectionnés : (i) textmining, neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-
occurrence and co-expression active interaction sources; (ii) medium confidence as the minimum
required interaction source; (iii) no predicted interactors shown.

Figure 25: Structures chimiques développées des metabolites potentiels détectés chez M.
lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 aprés 7 jours a 14°C sur milieu PDA (A)
et CA (B).

Figure 26 : Croissance de M. endophyticus CBS 385-95 et de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur
Tomme de Savoie a 15°C. Les points correspondent a la moyenne de trois mesures.
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Tableau 6 : Protéines surexprimés par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu CA.

Tableau 7 : Protéines surexprimés par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu CA.

Tableau n°8 : Programme de chromatographie en phase liquide.

Tableau n°9: Principaux métabolites identifiés chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M.
circinelloides CBS 277-49 apres 7 jours a 14°C sur milieu CA et PDA. Les formules brutes des
composés détectés ont été générées en utilisant le logiciel MassHunter. Les formules chimiques
développées susceptibles de correspondre ont ensuite été recherchées avec la base de données
Human Metabolome Database. TR correspond au temps de rétention en minutes. La masse est

indiquée en g/Moles (m/z). La fréquence correspond au nombre de détection positive par triplicat.

Tableau n°10 : Génomes de Mucor actuellement disponibles.



AVANT PROPOS

Les champignons sont des organismes eucaryotes regroupés dans le régne des Fungi, réegne
estimé a plus de 5 millions d’espéces différentes (Blackwell, 2011). Ces micro-organismes ont
un role important dans I'environnement et les écosystémes, et présentent, pour certains, un
intérét majeur pour I'homme. Si un certain nombre de champignons, notamment des
espéces de macromycetes saprophytes et symbiotiques rencontrées en forét ou cultivées en
caves, sont appréciés des mycophages, de nombreuses espéces de micromycetes sont
utilisées dans |’élaboration de produits fermentés tels que les fromages, les produits de
salaison ou certaines boissons ou sauces. Les champignons se caractérisent par leurs
potentialités métaboliques, et particulierement par une importante capacité a produire des
métabolites secondaires, lls peuvent ainsi constituer des réservoirs biotechnologiques de
molécules d’intérét dans le domaine médical (antibiotiques, molécules anticancéreuses ou
anti-rejets...) ou industriel (enzymes, pigments composés exploitables pour la synthese de

carburants...).

Parmi ces champignons, le genre Mucor qui appartient au phylum Mucoromycota (Fungi,
Mucoromycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Mucor selon Spatafora et al. (in
press)), un groupe de champignons filamenteux basaux par rapport aux champignons
supérieurs, est particulierement d’intérét du fait de son action ambivalente du point de vue
de 'Homme. Ce genre regroupe un grand nombre d’espéces ubiquistes, majoritairement
saprophytes, capables de coloniser des niches écologiques extrémement diverses. Il est
fréqguemment rencontré en industrie agroalimentaire ou certaines souches peuvent
contribuer positivement, du fait notamment de leurs capacités a produire des lipases et des
protéases, au développement des qualités organoleptiques et nutritionnelles de nombreux
produits fermentés (d’origine végétale ou animale). A l'inverse, les Mucor spp. sont
également a l'origine d’altérations ou d'accidents de fabrication majeurs, particulierement
dans lindustrie fromagere, générant des défauts organoleptiques et de lourdes pertes

économiques.


http://www.amjbot.org/search?author1=Meredith+Blackwell&sortspec=date&submit=Submit

Les travaux présentés dans cette these avaient pour objectifs de mieux appréhender les
bases de cette dichotomie observée entre souches dites technologiques et souches
contaminantes (Figure 1). lIs ont consisté :

i) a étudier le comportement de souches représentatives de diverses espéces de Mucor sous
un angle physiologique, en particulier dans des conditions fromageéres ;

ii) sur la base des différences de comportement observées (latence, phénotypie), a analyser

les protéines potentiellement support de I'adaptation a une culture sur milieu fromager.

ol

Technologique Contaminant
(Tomme, St nectaire, ...) (Blche de chevre, reblochon, ...)

Figure 1 : Représentation illustrée des bases de la dichotomie étudiée au cours de cette thése.

Le manuscrit qui restitue le travail effectué est divisé en deux parties, introduction

bibliographique et résultats des travaux de recherche, composées chacune de 3 chapitres.

Les chapitres 1 et 2 de la partie introductive proposent des données générales concernant
les champignons filamenteux, les grandes lignes de la fabrication des fromages et I'intérét de
ces micro-organismes dans ces processus de fermentation. La visualisation pratique des
étapes de fabrication et de leur environnement a été réalisée grace a deux visites de
fruitieres artisanales productrices de Tommes de Savoie et de Reblochons implantées en

Haute-Savoie ; visites qui ont permis d’illustrer cette partie du document.



Le chapitre 3 s’articule autour d’une revue de synthese (Publication n°1) faisant un bilan des
connaissances sur le genre Mucor qui nous intéresse plus particulierement dans le cadre de
cette these. Apres un descriptif de la position taxonomique actuelle de ce genre, de la
morphologie des espéces le constituant et de son écologie, un apercu de son importance
grandissante en pathologie humaine et des multiples potentialités de ces champignons dans
le domaine des biotechnologies est donné au travers d’une analyse de la littérature. L'intérét
technologique et les capacités d’altération des Mucor en industrie alimentaire,
particulierement dans le secteur fromager, finalisent cet état de I’art sur ce genre encore

peu connu.

La deuxieme partie de ce manuscrit aborde les résultats obtenus. Elle débute par une
présentation du contexte du travail réalisé, des questions scientifiques traitées et de la
stratégie mise en place au cours de cette thése pour y répondre.

Le chapitre 1 décrit la premiere phase de ce travail de recherche, qui a porté sur une étude
physiologique de différentes souches de Mucor sélectionnées sur la base de leur role
technologique ou d’altération en industrie fromagere. Cette étude a mesuré l'effet de
facteurs abiotiques (pH, température, aw) sur la croissance fongique sur différents types de
matrices, milieux synthétiques ou fromages. Les résultats obtenus ont donné lieu a
I’élaboration d’un modele prévisionnel de croissance (Publication n°2) et ont permis
d’émettre I’hypothése d’une adaptation / domestication des souches dites technologiques
de Mucor aux matrices fromageres.

Les bases moléculaires de cette potentielle adaptation / domestication ont été étudiées
dans le chapitre 2 dédié a la mise au point et a la réalisation d’une étude de protéomique
comparative sur différentes souches technologiques ou d’altération présentant des
caractéristiques phénotypiques et de croissance différentes sur milieu synthétique et milieu
mimant le fromage. Cette étude a été complétée par une approche métabolomique. Les
résultats obtenus ont permis d’initier le décryptage des voies métaboliques mises en ceuvre
chez ces différentes souches en fonction de leur environnement.

Le dernier chapitre, intitulé discussion / conclusions et perspectives, dresse un bilan
synthétique des résultats obtenus, décrit les apports de cette thése dans les études

génomiques initiées lors de la these d’A. Hermet (LUBEM, 2010-2013) et poursuivies dans la



thése en cours d’A. Lebreton (LUBEM et Station Biologique de Roscoff, 2016-2019), donne

les conclusions majeures de ce travail et introduit les perspectives qui en découlent.

Les annexes présentent i) les données supplémentaires associées aux études de
protéomique, ii) les protocoles et les principaux résultats de la contribution a la partie
génomique), iii) les actions de valorisation (articles scientifiques, congrés nationaux et

internationaux) et iv) les formations suivies durant ces trois années de theése.



PARTIE1: INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I. Les champignons filamenteux

Les champignons filamenteux sont des micro-organismes eucaryotes hétérotrophes.
Ubiquitaires dans tous les environnements (terrestres, aquatiques, chez les animaux et les
hommes), ces champignons dépourvus de capacité photosynthétique jouent un role majeur
dans le recyclage des matieres organiques végétales. lls contribuent a la digestion
extracellulaire des végétaux en décomposition et, de par leur caractere absorbotrophe,
peuvent recueillir, par I'intermédiaire de leur appareil végétatif a paroi perméable, I'eau et le
carbone organique nécessaires a leur croissance et a leur synthése d’énergie. Ce premier
chapitre a pour objet de donner un apercu synthétique des connaissances actuelles sur la

classification, la structure et la reproduction des champignons filamenteux.

I.1. Classification actuelle

Longtemps considérés comme des végétaux du fait de la présence d’une paroi cellulaire, de
I’'absence de mobilité ou encore d’homologies entre leurs cycles de reproduction et celui des
algues, ce n’est qu’en 1969 (Whittaker, 1969) que les champignons s’imposent comme un
regne distinct dans la classification actuelle du vivant qui regroupe les eucaryotes (Eucarya),
les archées (Archaea) et les bactéries (Bacteria) (Woese et al., 1990). Leur classification,
historiguement basée sur des criteres phénotypiques qui avaient permis d’identifier quatre
classes (phycomycétes, ascomycétes, basidiomycétes et deutéromycétes ou fungi imperfecti
(Ainsworth 1973), a fortement évolué ces dernieres années avec l'introduction de criteres

génotypiques.

La classification des étres vivants repose sur l'utilisation de rangs taxonomiques : le regne,
I’embranchement ou division, la classe, I'ordre, la famille, le genre et I'espece. Ces rangs
peuvent étre complétés par des intermédiaires comme le sous-embranchement ou la sous-
division, la sous-famille ou la sous-espéce, qui peut elle-méme se diviser en variétés. La

nomenclature utilisée pour déterminer le nom scientifiqgue des espéces, basée sur les



principes énoncés par Carl Von Linné en 1753, est binomiale et fait référence au genre puis
a I'espece. Les différents taxons présentent une terminologie codifiée ou le suffixe définit
chaque rang taxonomique dans la classification hiérarchique : -mycota pour la division, -
mycotina pour la sous-division, -mycéetes pour la classe, - ales pour I'ordre, et -aceae pour la
famille.

Le vivant est actuellement classé en trois domaines : les eucaryotes (Eucarya), les archées
(Archaea) et les bactéries (Bacteria) (Ciccarelli et al., 2006). Les champignons sont regroupés

dans I'un des 8 groupes qui constituent le domaine des eucaryotes, les opisthokontes

(Baldauf, 2008 ; Figure 2).
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Figure 2 : Groupes constituant le domaine des eucaryotes (Source : Baldauf, 2008).

Au sein de ce groupe des opisthokontes, le régne des « champignons vrais » ou Fungi, appelé
Eumycétes, est actuellement composé d’un sous-reégne, de 7 divisions et de 10 sous-divisions
(Hibbett et al., 2007).

Le sous regne des Dikarya comporte deux divisions, Ascomycota et Basidiomycota. Les
autres divisions sont les Mucoromycota, les Zoopagomycota, les Chytridiomycota, les

Neocallimastigomycota, les Blastocladiomycota et les Microsporidiomycota (Hibbett et al.,



2007 ; Spatafora et al., in press). La division des Ascomycota se scinde en trois sous-divisions
Pezizomycotina, Saccharomycotina et Taphrinomycotina, tandis que la division des
Basidiomycota se décompose en trois sous-divisions Pucciniomycotina, Ustilaginomycotina

et Agaricomycotina (Figure 3).

Pezizomycotina

Saccharomycotina

\—<| Taphrinomycotina
— Ascomycota

Basidiomycota —] Ustilagomycotina

< Pucciniomycotina
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Mucoromycota
_Earf){ ' Chytridiomycotina
D.:vergmg ] Neocallimastigomycotina
Lineages

Mortierellomycotina

\ Mucoromycotina

Glomeromycotina
E— Blastocladiomycotina
Kickxellomycotina

/ Entomophtorocomycotina

Zoopagomyecotina
Microsporidia

Zoopagomycota

Figure 3 : Répartition du régne des Fungi. Arbre phylogénétique schématique présentant les différentes
divisions et sous-divisions fongiques.

Il est a noter qu’il existe chez les champignons un groupe taxonomique purement artificiel,
équivalent a un phylum, celui des Deuteromycota. Il regroupe I'ensemble des formes
asexuées des champignons du sous-regne dikarya et constitue un groupe polyphylétique.
Initialement, ce groupe avait été établi afin de classer les champignons septés que I'absence
de structures de reproduction sexuée empéchait de classer sur une base morphologique

dans les Ascomycetes ou les Basidiomycétes. Ce groupe est couramment usité.



En sus de ce groupe artificiel, d’autres regroupements ont été réalisés sur des bases
morphologiques essentiellement pour des raisons de commodité. Une premiére distinction
est réalisée entre les micromycetes ou champignons microscopiques et les macromycetes ou
champignons macroscopiques. Les micromycetes étant caractérisés par |'absence de
structures de reproduction sexuée macroscopiques que l'on retrouve chez les
macromyceétes. Une seconde distinction est faite entre les champignons filamenteux qui
produisent des thalles constitués d’entrelacs d’hyphes (filaments) pluricellulaires et les
levures qui restent unicellulaires. Tous les macromycétes sont filamenteux, cependant que
chez les micromycetes, les champignons filamenteux sont parfois appelés moisissures et
s’opposent aux levures. Ces regroupements macromycetes / micromycetes et champignons
filamenteux / levures n’ont pas une base génétique. Il faut noter par ailleurs que certaines
espéces dimorphes peuvent exister, et sous forme filamenteuse et sous forme unicellulaire.

Nous nous focaliserons dans cette partie sur les champignons filamenteux.

I.2. Morphologie

Les champignons filamenteux sont caractérisés par une organisation rudimentaire. lls
possedent un appareil végétatif, le thalle, qui correspond a un faisceau de filaments ou
d’hyphes plus ou moins ramifiés qui constitue le mycélium (Figure 4). Le mycélium est une
structure dynamique dont I'extension rapide peut générer des ramifications dont le role
majeur est d’assurer une colonisation du milieu. Les hyphes sont diffus, tubulaires et fins,
avec un diamétre compris entre 2 et 15 um. Ces hyphes présentent généralement des
cloisons transversales (septa) perforées permettant une communication intercellulaire. Les
hyphes des champignons filamenteux les plus primitifs comme les especes appartenant aux
Mucoromycota ont la particularité d’étre coenocytiques, c’est a dire de ne pas étre
cloisonnés et donc de contenir plusieurs noyaux non séparés les uns des autres. lls sont
qualifiés de coenocytiques ou « siphonnés » (Figure 5). On parle parfois de siphomycetes en
opposition aux septomycetes.

L’extension mycélienne est générée au niveau de I'apex des hyphes. Les zones en arriére de
I’'apex peuvent néanmoins émettre des bourgeonnements, néoformations de nouveaux axes
a croissance linéaire donnant naissance a des ramifications. La rencontre de deux hyphes
peut générer des anastomoses, interconnexions permettant I’échange de nutriments voire

d’organites (Chagnon, 2014). Cette structure végétative hyper-ramifiée qui se développe de



maniére radiale autour d’un inoculum (spore par exemple) permet aux champignons

filamenteux de disposer d’une surface de contact maximale avec le milieu, favorisée par le
faible diametre des hyphes.

Figure 4 : Exemples de thalle de Mucor lanceolatus sur de la Tomme de Savoie non-affinée (A) et de Mucor
endophyticus sur milieu Potatoe Dextrose Agar (B), apres 4 jours de croissance a 15 °C
(Source photographies : S. Morin-Sardin).
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Figure 5 : Hyphe mycélien (Source photographie : Curtis Clark).

1.3. Organisation cytologique

Les champignons filamenteux ont une structure cellulaire eucaryote classique : un noyau

abritant les chromosomes, un systéme endomembranaire (réticulum endoplasmique,



appareil de golgi, ...) et un endosquelette d’actine et de tubuline. Leurs génomes présentent
une taille moyenne (environ 107 paires de base) intermédiaire entre ceux des plantes et des
animaux (~ 10%° paires de base) et ceux des bactéries (~ 10° pb). A titre d’exemples, les
tailles des génomes complets du tabac commun (Nicotiana tabacum), d’Enterococcus
faecium (souche E1002) et de Mucor circinelloides (souche WJ11) sont respectivement de
I'ordre de 4,46 Gb, 2,614 Mb et 35,4 Mb (Sierro et al., 2014 ; Tang et al., 2015 ; Tytgat et al.,
2016). Quelques espéces hébergent des plasmides circulaires, identiques a ceux retrouvés
chez les bactéries, qui codent notamment des métabolites secondaires (Kempken, 1995).
Leur membrane cellulaire est riche en stérols (ergostérol principalement) (Zinser et al., 1991)
Les réserves carbonées peuvent prendre la forme de gouttelettes lipidiques (oléosomes) ou

de glycogene.

Leur paroi, zone de contact privilégiée entre le champignon et son environnement,
représente un élément essentiel permettant d’assurer la rigidité des hyphes et une
protection vis-a-vis des agressions du milieu extérieur. Sa structure multicouche est
composée de microfibrilles de chitine dispersées dans une matrice de glucanes (Figure 6 ;
Manocha et Colvin, 1967 ; Latgé, 2007 ; Free, 2013) :

- La chitine est une molécule formée de polyméres de N-acétylglucosamine liées entre eux
par des liaisons B-1,4. Elle est généralement accompagnée de chitosanes, c’est a dire de
chitine désacétylée (polymeéres de N-glucosamine).

- Les glucanes de la matrice sont majoritairement de forme B -1,3 et f-1,6 mais des formes
mixtes B-1,3-/B-1,4 et des formes a-1,3 et a-1,4 ont également été décrites.

Bien qu’indispensable, la chitine est néanmoins présente en relativement faible proportion
dans la paroi qui contient également des glycoprotéines et des mannanes qui jouent un role
dans les phénomenes de reconnaissance, I'adhérence et I’"hydrophobicité et interviennent
dans la nutrition et I'allongement de la paroi. La synthése pariétale est réalisée au niveau de
I'apex de I’hyphe, zone assurant la colonisation du milieu ou la paroi est la plus fine (Deacon,

2006).
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Figure 6 : Organisation de la paroi des champignons filamenteux
(Source : http://www.nammex.com/redefining-medicinal-mushrooms/).

1.4. Besoins nutritifs

Du fait de leur caractére hétérotrophe vis-a-vis du carbone et de leur incapacité a
phagocyter des substances solides, les champignons filamenteux assurent leur nutrition par
I'absorption de substances organiques et minérales a I'état dissout (Bouchet et al., 2000).
Cette absorbotrophie ne concerne que les petites molécules comme les acides aminés et les
ions minéraux qui peuvent traverser la paroi mycélienne; les molécules de taille plus
importantes (amidon, cellulose, protéines, ..) devant au préalable étre dégradées (Cole,

1996).

Pour assurer leur croissance, les champignons filamenteux ont besoin :

- d’eau et d‘ions minéraux (potassium, phosphore, magnésium, fer, cuivre, soufre, ...) ;

- d’une source de carbone organique. Celle-ci peut étre apportée par des oses, des acides
organiques, ou, plus rarement, des acides aminés ;

- d’une source d’azote tirée de nitrates, de sels ammoniacaux, de peptides, d’acides aminés
ou encore d’urée. L'azote peut étre assimilé par deux systemes qui fonctionnement en
simultané et dans une proportion qui est fonction de la nature de la source azotée, de la
concentration en azote du milieu ou encore du stade de développement: le systéme
glutamine synthétase (GS) / glutamate synthase (GOGAT) et le systéme glutamate

déshydrogénase (GDH).
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En complément, certaines espéces peuvent avoir des besoins spécifiques (vitamines, stérols,
acides gras, purines ...), besoins qui sont parfois utilisés, notamment en mycologie médicale,

pour l'identification de certains champignons pathogenes.

Parmi les parametres abiotiques ayant un impact important pour le développement
fongique, I'humidité relative (HR) est probablement le plus important. Elle est calculée selon
la formule HR = aw x 100, ou I'ay représente |'activité de I’eau, c'est-a-dire la disponibilité en
eau d’un substrat. Pour la majorité des champignons filamenteux, une croissance est
observée pour des aw comprises entre 0,85 et 0,99 (Pose et al., 2009 ; Lahouar et al., 2016 ;
Morin-Sardin et al., 2016). Un autre élément critique est la température. Si la majorité des
moisissures sont mésophiles (20-25°C), une grande variabilité existe néanmoins selon les
especes considérées et des souches thermophiles, thermotolérantes ou psychrophiles ont
été décrites. Trois autres parametres sont également a considérer : I'oxygene; le pH,
généralement optimum entre 5,5 et 7,5 ; et le potentiel redox qui a une influence directe

sur I'assimilation des nutriments via les pompes a protons.

I.5. Croissance végétative

La colonisation du milieu est assurée par une croissance apicale qui nécessite une utilisation
de I’énergie obtenue via la dégradation par des enzymes (cellulases, laccases, pectinases,
estérases, lactases, peroxydases, lipases, protéases, ...), puis 'absorption, au travers de la
paroi des hyphes, de tous les éléments nécessaires a la nutrition du champignon (Cole,
1996). Ce mécanisme génére une désorganisation et une déstructuration du milieu propice
au développement mécanique des structures mycéliennes. Cette phase d’expansion
intensive, durant laquelle la croissance hyphale peut atteindre 1 um.sec? (Kéhli et al., 2008),
est frequemment a l'origine des altérations observées sur les produits alimentaires. Lorsque

le milieu devient limitant, le champignon ralentit ou stoppe sa croissance.

L'extrémité de I'apex, appelée dome apical, et la zone adjacente directement en aval sont les
zones clés du développement des champignons filamenteux. C'est a leur niveau que sont
réalisées la dégradation et I'assimilation des substrats mais également |’extension des

hyphes. Cette région, qualifiée de viscoélastique, est une zone dynamique ou les éléments
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structuraux de base de la paroi sont présents dans un cytosol particulierement fluide mais
sous une forme non-organisée : les micelles de chitine sont individualisées et les B-glucanes
sont a I'état de polyoses solubles non polymérisés. La fragilité du dome apical est néanmoins
contrebalancée par la présence d’un réseau d’actine structuré. Cette structuration souple et
dynamique est le siege de différents mécanismes. En effet, la croissance apicale fongique
implique : i) la synthése des composants de la paroi cellulaire (molécules de chitine et de
glucane) dans le corps cellulaire, ii) I'incorporation de ces composants dans des vésicules
d’exocytoses, iii) le transport de ces vésicules au niveau de l'apex (flux exocytaire), iv) la
libération du contenu de ces vésicules dans la zone apicale par fusion avec la membrane

plasmique et v) le recyclage de certains composants par endocytose (Figure 7 ; Fisher et al.,

2016).
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Figure 7 : Organisation schématique de I’apex d’un filament en période de croissance active
(Source : Bouchet et al., 2000).

Les vésicules d’exocytose contiennent également des enzymes responsables d’hydrolyse qui
restent généralement associées a la couche amorphe mucilagineuse des hyphes. Le
Spitzenkorper (SPK), situé immédiatement en arriére de I'apex, est assimilé a un « centre de
transit » qui coordonne la circulation de ces vésicules d’exocytose (Verdin et al., 2009). Chez
Neurospora crassa ou Aspergillus nidulans, il a été démontré que la présence de cette
structure est nécessaire a une croissance mycélienne rapide (Horio et Oakley, 2005 ; Araujo-

Palomares et al., 2007). Un flux inversé permet d’assurer un recyclage des membranes des
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vésicules d’exocytose et des protéines impliquées dans leur fusion avec la membrane
plasmigue (comme les protéines de type N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment
protein receptor ou v-SNAREs) (Pelham, 1999 ; Read et Kalkman, 2003). Les microtubules et
les microfilaments d'actines sont des éléments essentiels du systeme, jouant notamment un
réle dans le mouvement des vésicules et le maintien structural des zones de croissance

(Taheri-Talesh et al., 2008).

Lors de la trophophase, phase de croissance en milieu riche, se produit une absorption
importante d’éléments nutritifs et, par voie de conséquence, la synthese d’'une multitude de
vésicules d’exocytose chargées de matériel pariétal. La saturation de la circulation vers
I'apex entraine des accumulations de ces organites et des déversements localisés
d’hydrolases qui désorganisent la paroi et aboutissent a la naissance de ramifications. Dans
un milieu non-limitant, I'expansion du thalle fongique est donc rapide et les hyphes sont

« hyper-ramifiés ».

La pénétration des nutriments (oses, acides aminés, phosphates...) dans le cytosol fait appel
a un co-transport avec des protons rendu possible grace a la présence de pompes de type
ATPase H*/K*' qui générent un gradient de protons entre I’hyphe et le milieu extérieur
(Takeuchi et al., 1988; Schachtschabel et al, 2012). Ces pompes sont tres efficaces
puisqu’elles permettent d’obtenir une différence de concentration entre les deux
compartiments qui peut atteindre un facteur 1000, équivalent a 3 unités pH et a une

différence de potentiel électrique de 200 a 300 mV.

1.6. Reproduction asexuée et sexuée

La reproduction des champignons, opération qui vise a assurer leur pérennité, est complexe
et reflete I'hétérogénéité de leur mode de vie. Elle peut prendre deux formes: une
reproduction asexuée (forme anamorphe), et une reproduction sexuée (forme
téléomorphe) (Lee et al., 2010). Elle met en jeu, dans les deux cas, des spores, cellules (ou
parfois structures pluricellulaires) de petite taille (2 a 250 um) au métabolisme réduit,
produites en grande quantité et entourées d’une paroi protectrice particulierement

résistante.
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La reproduction asexuée se fait sans fusion de gamétes et correspond majoritairement a la

dispersion de spores asexuées produites par des structures spécialisées développées a partir
du mycélium. Différents types de spores asexuées ont été décrits sur la base de leur mode
de production :

- Des arthrospores, qui se développent a partir d'un fragment parent de mycélium ;

- Des sporocystiospores qui sont produites de maniére endogene a l'intérieur de sporocystes

(Figure 8) ;
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Figure 8 : Cycle de développement des Mucoromycotina. Exemple de Rhizopus nigricans
(Source : Bouchet et al., 2000).

-—H

- Des conidies ou conidiospores générées de maniére exogene et en continu a I'extrémité de
structures spécialisées appelées cellules conidiogenes (exemples : annélides, phialides etc.)

Ces différents types de spores se désolidarisent du mycélium par des mécanismes
enzymatiques (gélification de la paroi des sporocystes) et/ou physiques (choc mécanique,
vibration, courant d’air) et sont propagées dans le milieu selon différents modes. Les
gloeiospores qui ont pour caractéristique de présenter une paroi épaisse et humide leur
permettant de rester collées entre elles par un mucus et de former ainsi des amas diffusent
soit par contact, soit par des insectes ou soit par I'eau. Les xérospores sont au contraire des
spores bien individualisées et facilement dispersées par I'air. Ces spores, germent lorsque les

conditions environnementales sont propices et donnent naissance a du mycélium.
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La reproduction sexuée consiste en la fusion de deux gametes haploides (n) donnant un

zygote diploide (2n). La méiose génére des variations génétiques au sein des spores sexuées
(ascospores, basidiospores, zygospores) qui sont favorables a une adaptation plus rapide des
populations a des environnements nouveaux ou stressants.

Chez les Mucoromycotina par exemple, ce phénomene est initié par la rencontre de deux
hyphes sous I'impulsion de substances chimiques émises par les mycéliums qui jouent un
véritable role hormonal (on parle de gamones), comme par exemple I'acide trisporique
(Schimek et al., 2003). La partie terminale des rameaux se cloisonne et se transforme en
gamétocyste plurinucléé (Figure 8). Les gamétocytes des deux hyphes en contact fusionnent
(plasmogamie) pour donner un cénozygote dans lequel les noyaux de chacun cohabitent
sans fusionner (stade dicaryotique a n + n chromosomes). Certains noyaux dégénérent mais
ceux qui subsistent subissent finalement la caryogamie ou fécondation et donnent naissance
a une zygospore diploide (2n; Figures 9). Cette zygospore possede une paroi épaisse et
verruqueuse. Elle restera en vie ralentie jusqu’a la germination ou un processus de méiose et
de formation d’un sporocyste permettront la libération de spores uninucléées. Chez les
champignons supérieurs (dicarya), le phénoméne est un peu plus complexe et le décalage
entre la plasmogamie et la caryogamie, qui donne naissance a un stade dicaryotique, est

plus important, notamment chez les basidiomycetes.

Figure 9 : Image en microscopie électronique d’une zygospore de M. circinelloides (marqueur d’échelle = 10
um). Tiré de Lee et Heitman (2014).
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1.7. Modes de vie

Les champignons filamenteux ont une grande diversité de modes de vie. La majorité d’entre
eux sont des saprophytes (du grec sapros, pourriture et phyton, plante), vivant grace a de la
matiere organique morte d’origine végétale ou animale dont ils contribuent fortement au
recyclage (Martins et al., 2014 ; Zhang et al., 2016). Une de leur principale caractéristique est
leur capacité de synthese d’une tres large variété d’exo-enzymes, souvent induites en
fonction du substrat sur lequel ils évoluent.

Le parasitisme est un autre phénomeéne fréquent pour lequel peuvent étre distinguées les
notions de biotrophie (« nourrissage » a partir de tissus vivants) et de nécrotrophie, terme
opposé. Chez les champignons phytopathogenes par exemple, la biotrophie est mise en
ceuvre par les agents des mildious et des rouilles comme Blumeria graminis, Puccinia spp. et
Ustilago maydis alors que la nécrotrophie, stratégie basée sur la sécrétion d’un arsenal
d’enzymes dégradant les parois végétales et de toxines cytotoxiques, est utilisée par des
moisissures comme Botrytis cinerea et Sclerotinia sclerotiorum (Dean et al., 2012). Le
parasitisme peut étre parfois associé chez I’'homme a des pathologies graves (cf Chapitre Ill).
Les champignons symbiotiques ont développé une stratégie différente basée sur une
association a bénéfice réciproque avec un autre organisme vivant : ils obtiennent ainsi des
nutriments grace a leur «associé » en échange de certains bénéfices, tels qu’une
amélioration de la nutrition hydrominérale ou bien une protection contre des micro-
organismes pathogeénes (Luo et al., 2016 ; Ray and Craven, 2016). Les structures les plus
connues sont les mycorhizes (ecto et endo), associations entre champignons et végétaux
supérieurs, et les lichens, unions d’algues et de champignons. Une publication récente
suggere que ces derniers pourraient, dans certains cas, étre le résultat d’'une symbiose
incluant une levure comme troisieme partenaire (Pennisi, 2016). Des symbioses
champignons/insectes ont également été décrites (You et al., 2015 ; van der Heijden et al.,
2015 ; Terrer et al., 2016).

Enfin, le commensalisme permet aux champignons filamenteux de tirer un bénéfice de leur
hote sans leur nuire mais sans non plus leur apporter un quelconque avantage. Les bénéfices
observés peuvent étre la récupération des débris nutritifs de I’'héte, le transport ou le

refuge.
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CHAPITRE Il. Champignons filamenteux et production fromageére

La fabrication du fromage peut faire intervenir différents types de micro-organismes,
indigénes ou ajoutés lors de la fabrication en tant que cultures primaires et secondaires. Les
cultures primaires comprennent toutes les bactéries lactiques dites « starter » qui sont
impliquées dans la production d'acide pendant les étapes de fabrication puis durant
I'affinage. Les cultures secondaires ou auxiliaires (adjunct cultures) comprennent des micro-
organismes qui ont un réle uniquement lors du processus d’affinage. On y retrouve des
bactéries mais également des levures et des champignons filamenteux. Ces micro-
organismes sont ajoutés du fait des caractéristiques qu’ils vont apporter au produit
(coloration, texture, saveur typique, ...). Notre connaissance de la diversité microbienne dans
les fromages a considérablement augmenté au cours de la derniere décennie en particulier
en raison de l'application des techniques de biologie moléculaire pour |'étude des
communautés microbiennes. Apres un rappel des grandes étapes de fabrication du fromage,
ce chapitre s’intéressera a la diversité et aux rbles des moisissures dans le processus

d’affinage.

11.1. Le fromage et ses principales étapes de fabrication :

Selon le Décret n°2007-628 du 27 avril 2007 : « La dénomination " fromage " est réservée
aux produits fermentés ou non, affinés ou non, obtenus a partir des matieres d'origine
exclusivement laitiere suivantes : lait, lait partiellement ou totalement écrémé, créme,
matiére grasse, babeurre (lait de baratte), utilisées seules ou en mélange et coagulées en
tout ou en partie avant égouttage ou apreés élimination partielle de la partie aqueuse (). ... La
teneur minimale en matiére seche du produit ainsi défini doit étre de 23 grammes pour 100

grammes de fromage. »

On distingue le fromage affiné, qui peut étre consommé uniquement apres avoir passé un
certain temps a une température et dans des conditions nécessaires pour que s'operent des
changements biochimiques et physiques caractéristiques, et le fromage frais (ou non affiné),
consommable directement au terme de sa fabrication (FAO/OMS, 1978). Les fromages sont
classés en fonction de la dureté de leur pate, de leur teneur en matiére grasse et de leurs

caractéristiques d’affinage (Tableau 1; FAO/OMS, 1978). Cette classification générale est
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complétée par des normes individuelles précisant les caractéristiques particuliéres de divers

fromages et des réglementations nationales.

La fabrication du fromage comprend trois étapes principales : i) la coagulation (ou caillage) ;
ii) I'’égouttage, qui permet d’obtenir un caillé et iii) I'affinage ou digestion enzymatique de ce
caillé (Figure 10) (Cette derniére étape n'existe pas dans le cas des fromages frais
consommés directement apres égouttage). Ces trois étapes sont généralement précédées
d'une phase préalable de préparation du lait qui comprend un certain nombre d’opérations
(nettoyage par filtration statique ou centrifuge, standardisation en matieres grasses et en
matieres protéiques, assainissement (généralement par traitement thermique),

rééquilibrage en calcium, maturation ; FAO/OMS, 1978).

Tableau 1 : Classification des fromages en fonction de leur consistance, de leur teneur en matiére grasse et
des principales caractéristiques d'affinage (FAO/OMS, 1978).

Formule | Formule Il Formule Il

TEFD* 1¢" élément de MGES** 2" élément de Dénomination d'aprés les principales

(%) dénomination (%) dénomination caractéristiques d'affinage

<51 Pate extra-dure >60 Extra-gras 1. Affiné:
49-56 Pate dure 45-60 Tout-gras a principalement en surface
54-63 Pate semi-dure 25-45 Mi-gras b. principalement dans la masse

61-69  Pate semi-molle 10-25 Quart-gras

>67 Pate molle <10 Maigre 2. Affiné aux moisissures:

a. principalement en surface

b. principalement dans la masse

3. Frais

*TEFD = Pourcentage de la teneur en eau dans le fromage dégraissé [(Poids de I'eau dans le fromage) x 100 /
(Poids total du fromage - Matiére grasse dans le fromage)]
** MGES = Pourcentage de la matiére grasse dans I'extrait sec [(Teneur en matiére grasse du fromage x 100) /
(Poids total du fromage - Eau dans le fromage)]

I.1.a. La coagulation

Le lait est, globalement, composé d’eau (~90%), de matieres grasses (~3%), de protéines
solubles et insolubles (~3%) et de lactose (~4% ; données pour le lait de vache ; Cerbulis et
Farrell, 1975). Cette composition peut varier assez sensiblement en fonction de |'espéce
animale considérée (Jandal, 1996 ; Devle et al., 2012 ; Medhammar et al., 2012). Au sein de

la fraction protéique, les caséines représentent le composant majeur (environ 80% du total
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des protéines). Elles sont structurées en sous-unités (submicelles), avec un coeur
hydrophobe (caséine B) entouré par les parties hydrophiles des caséines phosphorylée as; et
as2 et de la caséine glycosylée k. Ces protéines sont naturellement riches en minéraux et
sont associées a du phosphate de calcium (Ronez, 2012). Elles ont un caractére acide trés
net et sont organisées en micelles, agrégats hétérogenes solubles composés de 10 a 100
sous-unités reliées entre elles par l'intermédiaire de ponts phospho-calciques. Au pH normal
du lait (6,55 pour du lait de vache UHT demi-écrémé), ces micelles présentent une
enveloppe d’hydratation protectrice du fait de leur importante capacité de fixation de
molécules d’eau (3,7g pour 1g de protéines) et leurs charges de surface sont fortement
négatives. Ces caractéristiques, couplées a I'existence de forces de répulsion

électrostatiques, limitent leur rapprochement.

L’'objectif de la coagulation est de déstabiliser ces micelles afin de permettre leur agrégation.

Trois stratégies sont utilisées en industrie fromagere :

- une voie fermentaire basée sur l'utilisation de bactéries lactiques (cultures primaires ou
« starter » évoquées précédemment) qui, en dégradant le lactose, produisent de l'acide
lactique chargé positivement qui va venir neutraliser les charges négatives des molécules de
caséines (Bouteille et al,, 2013). Lorsque le pH atteint le point isoélectrique de la caséine
(4,6), les micelles floculent et s’unissent via des interactions hydrophobes, formant un gel ou

réseau homogene appelé coagulum ou caillé qui va emprisonner le lactosérum.

- une voie enzymatique faisant appel a des protéines coagulantes de différentes origines
(animales, microbiennes, ...). L'enzyme protéolytique historiquement la plus utilisée est la
présure (mélange de chymosine (80%) et de pepsine (20%), produite au niveau de la caillette
des jeunes ruminants (Foltmann et al., 1979). La dégradation spécifique de la caséine k par la
chymosine permet d’initier la formation du gel par I'intermédiaire des micelles modifiées.
On notera que certains champignons filamenteux sont employés pour la production

d’enzymes coagulantes comme alternative a la présure.

-une voie mixte combinant les 2 voies citées précédemment. Dans ce contexte, il existe une
gamme variée de combinaisons.
Ces mécanismes aboutissent a la formation de coagulums dont les aptitudes a I'égouttage et

a l'affinage sont spécifiques de leurs modes de formation.
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I.1.b. L’égouttage

Le gel caséinique formé lors de I'étape de coagulation est dans un état physique instable et
la phase dispersante va progressivement se séparer du coagulum sous la forme de
lactosérum. L'égouttage est divisé en deux phénomenes physiques: i) la synéreése,
phénoméne actif de contraction du gel et ii) une exsudation spontanée passive du
lactosérum du fait de la perméabilité du coagulum. Ces phénomenes vont induire une
séparation des composants originels du lait: I'eau, le lactose et une petite partie de la
matiere grasse et des protéines sont éliminés par le sérum alors que la plus grande partie
des protéines et de la matiere grasse reste piégée dans le coagulum qui peut étre moulé. En
fonction des techniques utilisées, cette étape permet d’obtenir des fromages frais, a pate
molle ou a pate persillée. L'intensification de I'égouttage par réalisation d’autres traitements
technologiques comme le pressage donne des fromages a pate pressée cuite ou non cuite

(Dejmek et Walstra, 2004).

L'égouttage est suivi d’une phase de salage dont les principaux objectifs sont: i) de
compléter I'égouttage et de contribuer a la formation et a la solidification de la cro(te ; ii) de
réguler I'aw afin de mettre en place les conditions propices a la phase suivante, I'affinage ; iii)
de contribuer au go(t du fromage et iv) de limiter I'implantation de micro-organismes
indésirables (Tabla et al., 2015 ; Dugat-Bony et al., 2016). On distingue le salage a sec par
saupoudrage manuel ou mécanique, frottage ou incorporation dans le caillé et le salage en
saumure (Guinee, 2004). La plupart des fromages ont une teneur en sel variant entre 1,5 a

2,5 %.

Il.1.c. L'affinage

A la fin de I'égouttage, le coagulum ou caillé moulé doit subir (sauf dans le cas ou il
consommé a |'état frais) une étape d’affinage (ou maturation) qui consiste en un ensemble
complexe de réactions enzymatiques qui va conférer au produit fini ses qualités
nutritionnelles (composition, valeur nutritive, digestibilité) et organoleptiques (aspect,
consistance, saveur, odeur). En fonction du processus détaillé de fabrication et du
microbiote naturel et/ou apporté (cultures secondaires ou auxiliaires) présent lors de cette
phase d’affinage, on peut distinguer cinq grandes catégories de fromages: les pates

pressées non-cuites, les pates persillées, les pates molles, les pates molles a cro(tes lavées
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et les pates molles a croQtes fleuries. La fermentation du lactose, la protéolyse et la lipolyse
sont parmi les modifications biochimiques les plus importantes qui ont lieu au cours de cette
étape durant laquelle les champignons filamenteux jouent un rdéle important pour les

fromages concernés.

Figure 10 : lllustration du processus de fabrication du fromage. A. Fruitiére de la Chapelle d’Abondance. B.
Cuves d’emprésurage et de coagulation. C. Egouttage - pressage. D. Salage. E. Affinage. F. Nettoyage de
surface (Abondance). G et H. Tommes de Savoie affinées. (Photos Morin-Sardin ; Fruitiere de la Chapelle

d’Abondance).
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11.2. Diversité microbienne associée aux fromages

Un total de plus de 70 genres et 200 espéces microbiennes ont été détectés, par des
méthodes culture-dépendantes ou culture-indépendantes, dans le coeur et a la surface de
différentes variétés de fromages (Jany et Barbier, 2008 ; Cogan et al., 2014 ; Montel et al.,
2014 ; Hermet et al, 2014; Irlinger et al., 2015 ; Suranskd et al, 2016). Il s'agit
principalement de bactéries Gram négatives (> 50 especes; Coton et al, 2012),
d’Actinobactéries (> 40 espéces), de Firmicutes contenant des staphylocoques (Coton et al.,
2010) et des bactéries lactiques (LAB) (> 100 especes), de levures (> 50 espéces) et de
moisissures (> 20 especes ; Montel et al., 2014). L’abondance et la diversité de ces micro-
organismes varient au cours du processus de maturation du fromage, selon le type de croite
(fleurie, lavée ou naturelle) et la technologie utilisée (pate molle, pate pressée). Au début du
processus de fabrication, les bactéries lactiques « starter» sont quantitativement
dominantes puis, au cours des quelques premiers jours de maturation, des levures et / ou
moisissures colonisent progressivement la surface du fromage. Le nombre de cellules viables
pour les levures peut atteindre environ 6-8 logio UFC.cm™. Ce nombre reste relativement
constant jusqu'a la fin du processus de maturation. En général, leur nombre a l'intérieur du
fromage est de 100 ou 1000 fois plus faible. La désacidification progressive de la surface du
fromage favorisée par les levures et / ou moisissures permet la mise en place d'une
communauté bactérienne sensible aux acides et tolérante au sel, de 1 a 2 unités logio plus
élevé en nombre que les levures (Cogan et al., 2014). Les données sur la dynamique des
populations de moisissures ajoutées (cultures auxiliaires) sur le fromage sont rares.
Contrairement aux bactéries ou aux levures unicellulaires, le réseau mycélien des
moisissures n’est en effet pas facilement quantifiable et seuls les apports en spores peuvent
donner lieu a un dénombrement. Il est néanmoins possible d’estimer la biomasse
mycélienne en utilisant des approches de PCR en temps réel, comme celles proposées par
pour Penicillium roqueforti et P. camemberti (Le Dréan et al., 2010 ; Leclercg-Perlat et al.,

2013).

11.3. Focus sur les moisissures
Les moisissures sont principalement utilisées i) en surface sur des fromages comme le Brie,

le Camembert, certains fromages de chévre ou des Tommes ou ii) dans les veines de
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fromages a pate persillée comme le Roquefort, les bleus ou le Gorgonzola. La liste officielle
de référence des micro-organismes avec une utilisation documentée dans les aliments, mise
a jour en 2012, comprend plus d’une douzaine d’especes de champignons filamenteux
impliquées dans la production de fromage (Bourdichon et al., 2012). On y retrouve, par
exemple, Fusarium domesticum, Penicillium camemberti, P. roqueforti, Sporendonema casei,
Mucor mucedo, M. plumbeus, M. hiemalis et M. racemosus. La plupart de ces moisissures
sont des ascomycetes et se rapportent a deux classes : les Eurotiomycetes et les
Sordariomycetes (Ropars et al., 2012). Parmi ces ascomyceétes, P. roqueforti et P. camemberti
sont les deux especes les plus largement retrouvées (Cantor et al., 2004 ; Giraud et al.,
2010). L’étude menée par Hermet et al. (2014) a permis d’identifier d’autres moisissures
comme Fusarium domesticum, Sporendonema casei et Scopulariopsis spp. Un certain
nombre d’especes du genre Mucor sont également d’importance, en particulier pour les

fromages a pate semi-dure (Hermet et al., 2012 ; cf Chapitre 3).

Différentes moisissures, principalement des souches des especes P. roqueforti et P.
camemberti mais également d'autres especes comme S. casei, sont commercialisées sous
formes de cultures auxiliaires par plusieurs entreprises (BIOPROX, DuPont, Danisco, ...). Les
informations fournies par ces producteurs de ferments comprennent des éléments sur la
couleur du mycélium / des conidies, la vitesse de croissance et la hauteur de mycélium, les
capacités protéolytique et lipolytiques, ... Pour les espéces qui ne sont pas commercialisées,
I'apport est le plus souvent encore empirique et associé aux processus traditionnels de
fabrication qui, lors de leur déroulement, permettent un enrichissement naturel par
I'intermédiaire du lait, des ustensiles et matériaux, des solutions de saumure ou de
I’environnement de la fromagerie ou du lieu dédié d’affinage (Figure 11). On assiste ainsi
encore fréguemment a un transfert de moisissures des fromages agés aux fromages plus
jeunes. L'optimisation des bonnes pratiques d’hygiene en production fromagere, qui prend
en considération I'ensemble des ressources dites 5M (pour milieu, matériel, méthode,
matiére et main d’ceuvre ; Les éditions des journaux officiels, 2012) dans un objectif de
maitrise du risque sanitaire pour I'’homme, a pour contre-effet négatif de réduire ces apports

« naturels » de moisissures.
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Figure 11 : lllustrations de la diffusion « naturelle » des moisissures lors de la fabrication artisanale de la
Tomme de Savoie. A, B : planches en bois « résineux » utilisées pour le stockage des fromages durant
I'affinage. C : Etape de salage par immersion. (Photos Morin-Sardin ; Fruitiére de la Chapelle d’Abondance).

11.3.a. Réles positifs des champignons filamenteux lors de I'affinage
Les champignons filamenteux sont a l'origine de différents mécanismes au cours du

processus d’affinage, dont les principaux sont décrits et illustrés dans les pages suivantes.

Y Catabolisme du lactate et désacidification

Comme c’est le cas pour les levures (e.g. G. candidum et D. hansenii), un grand nombre de
moisissures comme Penicillium camemberti et P. roqueforti, produisent des enzymes
nécessaires au catabolisme des substrats carbonés majeurs présents dans le fromage tel que
I'acide lactique (Cerning et al., 1987 ; Chavez et al., 2011 ; Leclercq-Perlat et al., 2013). La
dégradation du lactate et la production de métabolites alcalins comme I'ammoniac
conduisent a une augmentation du pH (ou désacidification) favorable a la croissance de
bactéries aérobies de surface sensibles a I'acidité. Ces modifications ont un réle majeur dans
le processus d’affinage, notamment pour I’élaboration de fromages a pates molles. L’analyse
du transcriptome de fromages de type Camembert a révélé une expression précoce de
génes de P. camemberti et G. candidum impliqués dans le catabolisme du lactate (Lessard,
2014). Une forte expression a également été observée pour des genes impliqués dans la
gluconéogéneése, ce qui est cohérent avec la fonction de cette voie qui vise a rediriger les

sources de carbone dans le métabolisme central.
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O Effet sur I'aspect, la texture et la pigmentation

Les moisissures impliquées dans la maturation des fromages contribuent au développement
de leurs aspects physiques et macroscopiques. Les veines bleutées caractéristiques des
fromages de type bleu sont provoquées par |'accumulation de conidies colorées de P.
roqueforti. Pour cette espéce, des souches allant du bleu clair au jaune vont étre utilisées
dans le Gorgonzola tandis que pour le Roquefort, elles sont plutét d’'un vert sombre
(Chamba et Irlinger, 2004). Chez les Mucor, M. fuscus et M. lanceolatus sont a I'origine d’un
duvet blanchatre a gris foncé a la surface des fromages a pate semi-dure, directement en
lien avec leur mycélium et la coloration de leurs spores asexuées (Figure 12). Cette matiere
fongique, lorsqu’elle est en excés, peut d’ailleurs nécessiter un lissage / brossage de la
surface de fromage pour le rendre commercialement plus attrayant. Un certain nombre
d’especes de Mucor synthétisent également des caroténoides, un groupe important de

pigments possedant des propriétés antioxydantes et anticancérigenes (Papp et al., 2009).

Figure 12 : Impact de champignons filamenteux sur les fromages. A, B : Moisissures a la surface de Tommes
de Savoie (photos Morin-Sardin, fruitieéres de la Chapelle d'Abondance et de Bogéve). C. Bleu du Vercors
(photo www.les-alpages.fr).

U Protéolyse et catabolisme des acides aminés

Les activités endo et exo-peptidases des champignons filamenteux jouent un réle majeur
dans la dégradation des caséines du lait (Gripon, 1977). Cette activité de protéolyse participe
a "'augmentation du pH, et induit, en raison de la libération de peptides et d'acides aminés,
des modifications de texture et la production d'arémes (Sousa et al., 2001; Upadhyay et al.,
2004 ; Ardo, 2011). Chez P. roqueforti et P. camemberti, les systéemes protéolytiques sont

assez semblables et comprennent des aspartyl protéases, des métalloprotéases, des
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carboxypeptidases et des aminopeptidases (Cerning et al, 1987). Chez G. candidum,
I'activité aminopeptidase a été décrite comme plus importante que chez P. camemberti
(Molimard et al., 1994). Des activités protéolytiques ont également été rapportées chez un
certain nombre d’espéces du genre Mucor (Alves et al., 2002; 2005).

Les acides aminés sont fréquemment utilisés comme substrat énergétique par la plupart des
champignons mais aussi des bactéries de surface (Mounier et al., 2007 ; Mansour et al.,
2008). Le glutamate, I'acide aminé le plus abondant dans le fromage (Rosenberg et
Altemueller, 2001), est transformé par la glutamate déshydrogénase en NADH (forme
réduite de la nicotinamide adénine dinucléotide ou NAD), en ammoniaque et en alpha-
cétoglutarate (Cerning et al., 1987) qui peut entrer dans le cycle de I'acide tricarboxylique
(TCA). L'alpha-cétoglutarate est également un substrat pour les réactions de transamination
et favorise le catabolisme des autres acides aminés, aboutissant a la production de divers
composés volatiles comme le disulfure de méthyle (DSDM) ou le trisulfure de diméthyle

(TSDM ; Mansour et al., 2009 ; Sgrensen et al., 2011).

G Lipolyse

La lipolyse est le mécanisme qui génere la production d'acides gras libres (AGL), substrats
énergétiques pour de nombreux micro-organismes présents dans le fromage et éléments
essentiels pour le développement de la flaveur (Collins et al., 2004). Elle est tres présente
chez les fromages a cro(tes fleuries (Gripon, 1993) ou elle permet la production de
méthylcétones (2-heptanone, 2 nonanone) et d’alcools secondaires (2-heptanol, 2-nonanol)
(Cerning et al., 1987). Comme pour les activités protéolytiques, les capacités lipolytiques
peuvent fortement fluctuer en fonction des espéces et des souches considérées (Larsen et
Jensen, 1999). Des lipases extracellulaires et/ou intracellulaires ont été notamment décrites
pour P. camemberti (Cerning et al.,, 1987 ; Molimard et Spinnler, 1996), P. roqueforti
(Menassa et Lamberet 1982 ; Cakmakci et al., 2013). Chez les Mucor, cette activité a

également été largement rapportée (Sharma et al., 2001 ; Alves et al., 2002).

Y Production d'arémes
Plusieurs études ont démontré l'importance des composés volatiles soufrés (VSC) dans la
flaveur du fromage (Martinez-Cuesta et al,, 2013 ; Taylor et al, 2013 ; Gkatzionis et al.,

2014). Considérant les principales voies métaboliques impliquées dans la production de
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composés volatils chez le fromage (glycolyse, utilisation du citrate, protéolyse, lipolyse), la
production de VSC, tels que le méthanethiol, le sulfure de diméthyle, le DSDM ou le TSDM,
est due en grande partie au catabolisme des acides aminés (Curioni et al., 2002 ; Martin et
al., 2002 ; Lopez del Castillo-Lozano, 2007 ; Martinez-Cuesta et al.,, 2013). Les arOmes
typiques qui caractérisent les fromages a crolte fleurie et a pate persillée sont
principalement associés a des méthylcétones (2-heptanone, 2-nonanone) et aux alcools
secondaires qui dérivent de leur réduction (2-heptanol, 2-nonanol) (Spinner et Gripon,
2004 ; Leclercg-Perlat et al., 2004). Des composés aliphatiques comme le 1-octéne-3-ol
(Gripon, 1993) ou le 1-octanol, molécules qui joueraient un réle dans le quorum-sensing
chez P. camemberti (Chitarra et al., 2005 ; Gillot et al., 2016), ont également été décrits ainsi
gu’un grand nombre d’autres composés comme des thiols, des esters, des aldéhydes, de
I’'ammoniaque, ... (Jolivet et al., 1993 ; Molimard et Spinnler, 1996 ; Martin et al.,, 2002 ;
Boutrou et Gueguen 2005 ; Lopez del Castillo-Lozano, 2007 ; Sourabié et al., 2008 ; De
Freitas et al., 2009).

U Effet protecteur contre les agents pathogénes et la flore d'altération

Plusieurs publications rapportent la faculté qu’ont certaines moisissures comme P.
camemberti, a inhiber la croissance de contaminants fongiques ou bactériens (Larsen et al.,
1997 ; Dieuleveux et al., 1998 ; Decker et Nielsen, 2005 ; Naz et al., 2013). Certaines souches
brevetées de P. camenberti présentent, par exemple, une activité « anti-Mucor » utilisée

pour éviter I'apparition de défauts de type «poil de chat» (Bouvier et al., 1993).

11.3.b. Roles négatifs

Bien que certaines especes de moisissures, dites « technologiques », jouent un role positif
treés important dans le processus de maturation des fromages affinés, la présence de
moisissures dans les fromages peut néanmoins parfois prendre des aspects négatifs qui se
traduisent (i) par des modifications d’aspects comme le défaut « poil de chat » provoqués
par certaines espéces de Mucor (Brenet et al., 1972 ; Cengi-Goga et al., 2014); (ii) des
défauts de saveur : go(t trop prononcé, présence d’amertume, sensation de rance (Bergere
et Lenoir, 1997 ) et / ou, dans certaines conditions, (iii) la production de mycotoxines

(Ferndndez-Bodega et al., 2009 ; Fontaine et al, 2015). Les espéces de champignons
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filamenteux a l'origine de ces impacts négatifs sont considérés comme des espéces
contaminantes a l'origine d’altérations. Cependant, on notera que dans certains cas, ce
distinguo est caduc puisqu’en fonction du fromage considéré, la méme espéce peut étre
considérée comme technologique (ex. Mucor sur une Tomme, P. roqueforti dans une pate
persillée) ou d’altération (Mucor sur un fromage de chévre, P. roqueforti sur du gruyere

rapé).
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Chapitre lll. Le genre Mucor

Comme présenté ci-dessus, le genre Mucor fait partie des champignons présentant un
caractére ambivalent en fromagerie. Ce genre, largement utilisé également dans les produits
asiatiques (Han et al., 2004), rassemble un certain nombre d’espéces technologiques
utilisées dans l'affinage de certains fromages tels que les Tommes, le Saint-Nectaire ou
encore le Cantal, ou elles sont a I'origine du développement de caracteres organoleptiques
typiques. Plusieurs espéces de Mucor se caractérisent par leur capacité a produire des
enzymes de type lipases (Kozo et al., 1969 ; Ulker et Karaoglu, 2012) et protéases (Zhang et
Zhao, 2010) qui améliorent la texture, la flaveur et les qualités nutritionnelles des fromages.
A contrario, dans d’autres fromages, les Mucor spp. sont des contaminants qui engendrent
des accidents de fabrication (Bartschi et al., 1994 ; Montagna et al., 2004 ; Figure 13). Ces
altérations ont un impact économique, a I'échelle d’'une fromagerie artisanale, d’une
production industrielle ou du consommateur, mais aussi en termes de gaspillage

alimentaire.

Figure 13 : Tommes de Savoie d’aspect normal (A) et présentant un défaut de pigmentation (B) (photos
Morin-Sardin, fruitiéres de la Chapelle d'Abondance et de Bogéve). Phénoméne de poil de chat a la surface
d’une Tomme (C) (photo : http://fr.academic.ru/dic.nsf/frwiki/1197386).
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Plusieurs especes de Mucor ont ainsi un impact majeur en fromagerie. M. fuscus et M.
lanceolatus sont, par exemple, des especes prépondérantes dans les fromages (Barrios et al.,
1998 ; Hermet et al., 2012 ; 2014) au sein desquels elles jouent un réle technologique
important. A contrario, M. racemosus, méme s’il peut étre parfois inoculé volontairement,
est un contaminant fréquent des productions fromageres alors que M. circinelloides ne joue

gu’un rble de contaminant occasionnel.

Ce chapitre propose, au travers d’une revue de la bibliographie existante, une présentation
générale de I'état des connaissances actuelles sur le genre Mucor, en soulignant plus
particulierement son impact dans le domaine de I'alimentation, de la santé humaine et des

biotechnologies.
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Mucor: a Janus-faced fungal genus with human health impact and industrial applications
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Abstract: The Mucor genus, a polyphyletic group pertaining to the early diverging lineages of
fungi, includes a high number of ubiquitous species with some of them having positive or
negative incidences on human activities. Indeed, some pathogenic Mucor species are a
threat for animal and human health and are more and more identified as mycosis causative
agents especially in immunocompromised patients. On the contrary a small number of
Mucor species have been used for centuries in food manufacturing for cheese ripening or
Asian fermented food preparation. Some species are even used as biotechnological
microorganisms due to different assets as their high growth rates, their dimorphism for
certain species and even a previously unsuspected potential for secondary metabolite
production. Despite all these important roles played by Mucor spp. they have been less
investigated than ascomycetous or basidiomycetous species and their taxonomy,
metabolism and ecology is less documented than their counterparts in the so-called higher
fungi. Nevertheless, researches focusing most often on the emblematic M. circinelloides
species have led to an increase of knowledge on the biology of this genus and overall on
fungal biology when it comes to understanding dimorphism or light-induced gene regulation
for example. The aim of this review is to give an overview of the knowledge on Mucor
morphology, taxonomy, ecology and genetics and of its importance regarding human health

and industrial applications.
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I. INTRODUCTION

Mucor is a fungal genus classified in the Mucorales, the most prominent order of the
zygospore-forming fungi that formerly constituted the Zygomycota, a phylum which is not
currently accepted due to polyphyly. Mucor species as well as other members of this
pseudo-phylum “Zygomycota” are early diverging fungi, basal in comparison to the higher
fungi (i.e. Ascomycota and Basidiomycota phyla). This group constitutes the most primitive
terrestrial fungi (Krings et al. 2013) with oldest fossils originating from the Precambrian,
between 800 Ma to 1.2-1.4 Ga ago. According to Ainsworth (1965), the first microscopical
observation of a Mucor specimen was done in 1665 by Robert Hooke. From this very first
description until today, several hundreds of potential species have been reported. Mucor
species along with other members of the Mucorales order are possibly the most studied
species among the species formerly classified in the “Zygomycota”. However, the Mucor
genus has retained much less attention than emblematic genera pertaining to Ascomycota
and Basidiomycota. Still, there is a growing interest for Mucor species due to some
particularities that made them good models for genetic studies, their importance as
pathogens, including for humans, and their contribution to the production or fermented
foods as well as their biotechnological abilities. This review aims to provide up to date

information concerning the Mucor genus and its impact on human health and activities.

Il. A Mucor portrait

1I.1. Systematics

Prior to 1969 and the establishment of the Fungi kingdom by Whittaker (1969), fungal
organisms were classified in the Thallophyta subdivision within the Plant kingdom. Species
producing coenocytic hyphae were grouped in the Phycomycetes class that included fungi
producing zygospores but also water molds forming oospores (Bisby 1945, Bessey 1951).
After the Fungi kingdom was established, Phycomycetes were reclassified into Zygomycotina
(for species without flagellated zoospores) and other series of new classes (Ainsworth et al.
1971). At the end of the twentieth century, fungi were classified into five phyla, the Mucor
genus being placed within the Zygomycota a group which is basal compared to the so called

higher fungi (Dikarya). With successive revisions of fungal systematic, the Zygomycota
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phylum has been considered as polyphyletic and subdivided into different phyla and
subphyla defined on the basis of biological and molecular criteria. (James et al. 2006, White
et al. 2006, Hibbett et al. 2007, Humber 2012). Today, on the basis of the analysis of 350
whole genome sequences of early diverging fungal species, Spatafora et al. (in press)
identified that zygomycete fungi actually correspond to two phyla: (i) Mucoromycota
including Mucoromycotina, Mortierellomycotina and Glomeromycotina subphyla and (ii)
Zoopagomycota including Zoopagomycotina, Kickxellomycotina and Entomophtoromycotina
subphyla. The current classification for Mucor being Fungi, Mucoromycota,
Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Mucor. With a total of 58 currently accepted
species (Walther et al. 2013), Mucor is the largest genus within the Mucorales order and the
Mucoraceae family.

Molecular phylogenies based on the analysis of different loci such as the ribosomal
desoxyribonucleic acid (rDNA) internal transcribed spacer (ITS) sequences and/or translation
elongation factor EF-1a gene and/or actin gene sequences, concluded that Mucor cannot be
considered as a monophyletic group (O'Donnell et al. 2001, Voigt and Wdostemeyer 2001,
Budziszewska et al. 2010, Alvarez et al. 2011, de Souza et al. 2012, Walther et al. 2013). In
particular, the extensive study published by Walther and colleagues (2013), which included
nearly 400 Mucor strains, placed Mucor species in different groups. Those groups were
intermingled, within the 28S rDNA phylogeny proposed, with more than twenty genera such
as Chaetocladium, Helicostylum, Pilaira, Pirella, Thamnidium or Zygorhynchus and even
Mycotypha and Choanoephora that are not members of the Mucoraceae but belong to the
Mycotyphaceae and Choanepheraceae, respectively. Noteworthy, the groups recently
detected using molecular phylogenetics (2013) are largely concordant with the species and
species group delimitations yielded by the early extensive and detailed studies by Schipper
(1967, 1973, 1975, 1976, 1978) which were based on morphological descriptions and mating
tests. Those groups include the Mucor flavus, M. mucedo, M. hiemalis, M. racemosus, M.
amphibiorum and M. recurvus groups. Each one of these group includes different species
sharing some common morphological characters. However, some species delimited by
Schipper (Schipper 1967, 1976) (e.g. M. circinelloides, M. hiemalis and M. flavus) were not
identified as monophyletic groups since their corresponding clades included other species of
even other genera (Walther et al. 2013). Moreover, the latter authors identified several

Molecular Operational Taxonomic Units (MOTUs) that may represent new Mucor species.
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Mucor guilliermondii CBS 174.27 T
Mucor gigasporus CBS 566.91 T

99 Mucor inaequisporus CBS 255.36 T
i EMucor nederlandicus CBS 735.70
Mucor ardhlaengiktus CBS 210.80 ET
Mucor ucrainicus CBS 674.88

I2|_—Nluccr azygosporus CBS 292.63 IT
Mucor prayagensis CBS 816.70

Mucor amphibiorum CBS 763.74 T
87 ag Mucor variisporus CBS 837.70 T
a0 Mucor indicus CBS 226.29 ET
100 Mucor falcatus CBS 251.35 HT
Mucor odoratus CBS 130.41
Mucor zychae CBS 416.67 T
100 — Mucor fuscus CBS 282.78
_%Emr lanceolatus CBS 131.276 HT
Mucor laxorrhizus CBS 143.85 NT
87 Mucor grandis CBS 186.87 T
Mucor microsporus CBS 126.70 T (1 of M. eyiindrosporus)

Mucor mucedo CBS 640.67 NT
Mucor piriformis CBS 169.25 NT
Mucor strictus CBS 100.66 (T of M. kanivoevil)
Mucor icus CBS 275.49 NT
Mucor flavus CBS 210.71 (T of M. peacockensis)

Mucor minutus CBS 586.67 (1 of M. griseoochraceus var minuta)
88 F Mucor aligarensis CBS 993.70 T

24 rMucor flavus CBS 230.35 (7 of . ateauatus)

Mucor flavus CBS 893,73 (T of M. sciurinus)

9ar Mucor flavus CBS 134.35 NT

Mucor flavus CBS 126.70 (7 of M. mephitis}

Mucor flavus CBS 197.71 (T of M. meridionalis)

Mucor saturninus CBS 974,68 NT

93 Mucor irregularis CBS 103.93 T
s Mucor hiemalis f hiemalis CBS 201.65 NT
o 2 LMucor hiemalis f corticola CBS 362.68
— Mucor endophyticus CBS 385.95

—Mucor bacilliformis CBS 251.53 T

Mucor silvaticus CBS 249.35 NT

Mucor zonatus CBS 148.69 T

Mucer abundans CBS 521.66

75,

57,

Mucor ramosissimus CBS 135.65 NT
Mucor bainieri CBS 293.63 IT
Mucor circinelloides f lusitanicus CBS 968.68

Mucor circinelloides f circinelloides CBS 195.68
Mucor circinelloides f janssenii CBS 205.68 NT
Mucor racemosus f sphaerosporus CBS 115.08 IT
Mucor racemosus f racemosus CBS 260.68 NT
Mucor plumbeus CBS129.41 (eroposed name: M. brunneogriseus in Hermet et al. 2012)
Mucor plumbeus CBS 634.74 (proposed name: M. spinosus in Hermet et al, 2012)
Mucor mousanensis CBS 999.70 T
L——————— Mucor genevensis CBS 114.08 T
Rhizopus arrhizus var arrhizus CBS 112 07 (T ofR. oryzae)

0.2

Fig. 1 Bayesian tree based on analysis of the partial D1/D2 region (595 bp) of the large subunit (LSU)
ribosomal DNA (rDNA) of 53 Mucor spp. and 1 Rhizopus strains. Sequences downloaded from the National
Center for Biotechnology Information Center (NCBI) nucleotide database were published in Walther et al.
(2013) except for M. lanceolatus CBS 131.276 and M. plumbeus CBS 226.32 (M. spinosus). Sequences were
aligned using MAFFT (Katoh et al., 2002) using the G-INS-i iterative refinement method, edited using Gblocks
(Castresana, 2000) and Mesquite (Maddison & Maddison, 2001) (Alignment # available in TreeBASE).The
phylogenetic reconstruction was done using MrBayes (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) (4 MCMC chains
were run simultaneously for 10000000 generations with trees saved every 100th generation). Posterior
probabilities are indicated next to branches and branches are indicated in bold when posterior probabilities
are higher than 0.95. Ex-type strains are designated by: T=ex-type strain; ET=ex-epitype strain; HT=ex-
holtype strain; IT= ex-isotype strain; LT=ex-lectotype strain; NT=ex-neotype strain.

Recently, M. lanceolatus has been identified on the basis of a multilocus sequencing
approach as a new species which is used for cheese ripening (Hermet et al. 2012). Hermet et
al. (2012) also proposed to consider M. spinosus and M. brunneogriseus that are currently
classified as two M. plumbeus formae, as two discrete species. On the contrary, the different
formae of M. circinelloides, i.e. formae circinelloides, griseocyanus, lusitanicus and janssenii
might correspond to discrete species (Alvarez et al. 2011). Multilocus phylogeny and the use

of the gold standard of species criterion in fungi, the Genealogical Concordance -
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Phylogenetic Species Recognition criterion (GC-PSR) (Taylor et al. 2000, Dettman et al. 2003,
Le Gac et al. 2007, Giraud et al. 2008) should be more broadly applied to detect hypothetical
new species. Moreover, given the observed polyphylies both at the genus and family levels,
these studies should rely on extensive samplings including representative strains from other
genera such as Backusella, Chaetocladium, Choanoephora, Helicostylum, Mycotypha, Pilaira,
Pirella, Thamnidium or Zygorhynchus. Such studies may lead to important taxonomic
revisions within the Mucorales. This taxonomic revision should yield to changes in the
denomination of several species currently classified as non-Mucor species, to putative
cryptic species and/or synonym identification and modify the current phylogeny (FiG. 1).

Since the Mucor genus has undergone, and will certainly still undergo, substantial changes,
the literature reports a lot of erroneous species denominations. Among the most cited
species, Rhizomucor miehei often appears as Mucor miehei and Rhizomucor pusillus has
sometimes been named Mucor pusillus while those two species belong to the Rhizomucor
genus that only comprises thermophilic species and does not include Mucor endophyticus
anymore which is often found in the literature as Rhizomucor endophyticus. Similarly,
Rhizopus arrhizus var. arrhizus often appears as Mucor rouxii while it is definitely not
included in the Mucor genus (see Hoffmann et al. 2013, Walther et al. 2013 for recent

taxonomies).

11.2. Morphology

Morphological characters of Mucor species have been extensively reported by Schipper
(Schipper 1967, 1969, 1973, Schipper and van Wetenschappen 1975, Schipper 1976, 1978)
and Zycha (Zycha et al. 1969). Mucor species grow primarily as hyphae described as
ceenocytic, septa being rare. When septa are observed, they isolate i) sexual or asexual
structures (Stajich et al. 2009) and ii) senescent hyphal regions to avoid cytotoxic
compounds to flow all over the hyphal network (Carlile 1995). Rhizoids are rare in Mucor but
may be described in some species (FIG. 2). Asexual reproduction in Mucor involves
multispored sporangia forming above a distinct columella which is, unlike for other members
of the Mucorales (i.e. Rhizopus spp., Absidia spp.), non-apophysate (i.e. not generating a
natural swelling that separates the sporangium from the sporangiophore and the rest of the
mycelium) (FiG. 2). It is worth noting that Mucor do not produce specialized sporangiola as

found for example in Thamnidium. Some Mucor species develop vegetative spores within
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hyphae (most often in senescent or aged hyphae), i.e. chlamydospores, sometimes very

abundantly (e.g. M. racemosus) (FIG. 2).

Fig. 2 Morphological characters in Mucor. Different Mucor specimens were mounted onto glass sides in
water drops and observed under a microscope. a. Mucor circinelloides UBOCC-A-105016 repeatedly
branched sporangiophores bearing sporangia with columella and collar; b. Mucor hiemalis UBOCC-A-101360
isolated sporangiophore bearing a sporangium; c-d. Mucor spinosus UBOCC-A-101363 (M. plumbeus)
sporangiophores bearing sporangia with columella with distinctive finger-like apical projections, and collar;
e. Mucor circinelloides UBOCC-A-105016 yeast forms; f. Mucor hiemalis UBOCC-A-101360 zygospore with two
suspensor cells corresponding to the two gametangia; h. Mucor racemosus UBOCC-A- 101366 chlamydospore
within a vacuolized hypha. Scale bars = 50 um.
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Mucor species are haploid with zygotic meiosis when sexual reproduction occurs. Sexual
spores (zygospores) (FiG. 2), that may be smooth to warty, result from the fusion of
morphologically similar, naked and opposed gametangia arising from a single mycelium in
homothallic species or from different but sexually compatible mycelia in heterothallic
species.

In Mucoromycotina, the sexual compatibility leading to the fusion relies on a single mating
locus with two alleles (bipolar mating system) sexP for the (+) and sexM for the (-) mating
types, respectively. The locus encodes a high mobility group (HMG) domain transcription
factor as observed first in the genus Phycomyces (ldnurm et al. 2008) and later in M.
circinelloides and M. mucedo (Lee et al. 2008, Li et al. 2011, Wetzel et al. 2012). In Mucor,
the sex genes are associated within a gene cluster with the tpta gene encoding for a triose
phosphate transporter (TPT) and rnhA gene that encodes a RNA helicase (see Lee and
Heitman 2014). The SexP and SexM genes have been shown to be differentially regulated
(Wetzel et al. 2012) and SexM seems to be upregulated when the trisporic acid pheromone
is supplemented in the growth medium (Lee and Heitman 2014). The recognition process
between the two mating partners is regulated by a family of B-carotene derived signal
compounds known as trisporoids (Schachtschabel et al. 2008, Schimek and Wadstemeyer
2009).

Hyphal growth in Mucor is fast (Trinci 1969) and spores are abundantly produced (Le Bars
Bailly et al. 1999). Interestingly, some Mucor species such as M. circinelloides (Orlowski
1991) or M. indicus (Karimi and Zamani 2013) are dimorphic (i.e. able to grow either under a
filamentous or a yeast-like form). This dimorphism was at one point at the origin of the
consideration that Mucor originated from Saccharomyces species by “transmutation”
(Bartnicki-Garcia 1963). The morphogenic transition depends actually on environmental
conditions and especially on the oxygen and carbon dioxide concentrations (Bartnicki-Garcia
1963). In aerobic conditions, dimorphic Mucor species (e.g. M. circinelloides) grow as a mold;
while in anaerobic conditions, they exhibit yeast-like forms (FiG. 2). This transition is driven
by a serine/threonine-specific protein phosphatase and a cAMP-dependent protein kinase A
(PKA) (Lee et al. 2013) and, in M. circinelloides, directly influences host-pathogen
interactions (Lee et al. 2015). Calcineurin is necessary for hyphal growth whereas PKA

activity is increased during yeast growth. In addition, Valle-Maldonado et al. (2015) showed
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that different assemblages of genes encoding heterotrimeric G protein subunits were co-

expressed depending on the M. circinelloides form.

11.3. Life style

Mucor species are very abundant in nature and often ubiquists (Voigt and Wostemeyer
2001, Hoffmann et al. 2013, Voigt et al. 2016). They are primary saprobes but some species
have been described as plant endophytes, others as opportunistic animal and human
pathogens (Hoffmann et al. 2013). Although some Mucoromycotina (i.e. Endogone spp.) may
establish mycorrhizal symbioses with Pinaceae (Fasolo and Scannerini 1977) or liverworts
(Field et al. 2015a and 2015b), no Mucor species has been reported to establish mutualistic
association with plants. Likewise, no endosymbioses have been described in Mucor species
while some Mucoromycotina host vertically and horizontally transferred bacterial
endosymbiotic partners: for examples, mollicutes-related bacteria in Endogone (Desiro et al.
2014) or Burkholderia spp. in Rhizopus spp. (Partida-Martinez et al. 2007a, 2007b, Lackner et
al. 2009). However, to our best knowledge, endosymbiotic bacteria have not been
extensively looked for in Mucor species.

Mucor spp. are found in a large variety of substrates, but most often, are infeoded to moist
environments. Mucor preference for high water activities (aw > 0.90) was recently confirmed
for several Mucor strains (Morin-Sardin et al. 2016). Mucor spores, which are issued in large
numbers, present strong moisture absorption capacity, high level of adherence to various
surfaces and can be dispersed in moist air. They also germinate quickly in humid
environment when they find a favourable substrate (Brenet et al. 1972a). All these
properties highly contribute to their high colonization potential. Reported optimal growth
conditions of Mucor spp. are as follows: temperature of 20 to 25°C, pH of 5.0 to 6.0, relative
humidity of 90 to 95%, and water activity >0.95 (Panasenko 1967, Dantigny et al. 2005, Pitt
and Hocking 2009b, Morin-Sardin et al. 2016). Some species (e.g. M. circinelloides, M. indicus
or M. ramosissimus) are thermotolerant and are therefore prone to grow as human or
animal pathogens.

According to Andrews (1992), who attributed to fungi different ecological strategies based
on plant ecology, Mucor species develop a ruderal (R-selected) strategy characterized by « a
high reproductive potential and short life span which facilitates successful exploitation in

severely disturbed but nutrient rich conditions ». This strategy can be opposed to stress-
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tolerant and combative strategies characterizing ascomycetes and basidiomycetes,
respectively (Cooke and Rayner 1984). This stress avoidance and rich medium preference
strategy means that Mucor species are encountered in early stages of ecological succession
in the environment. However, contrary to what may be thought this rich medium preference
cannot be attributed to low enzyme competence. Indeed, Mucor species are known to
produce a wide range of enzymes giving them the ability to degrade organic matter in
different niches and that can be put to good use in various industrial applications (Voigt and
Kirk 2014, Voigt et al. 2016). For example, multiple species have been reported to have the
capacity to produce amylases (Mohapatra et al. 1998, Alves et al. 2002, Houghton-Larsen
and Pedersen 2003), allowing growth on starch (Mcintyre et al. 2002), or cellulases, Mucor

species being known for a long time (Sadasivan 1939) for their ability to grow on straw.

11.4. Metabolism

Up to now, metabolic studies have concerned a small number of species mainly targeting
specific aspects of their metabolism with special regards to the production of metabolites of
interest for the industry (see part IV). The most comprehensive studies concern lipid
biosynthesis (Tang et al. 2016) and carotenoid production (Voigt et al. 2016). Indeed, part of
the nitrogen and amino acid as well as carbon metabolisms have recently been detailed by
the systematic proteomics approach developed by Tang et al. (2016) who followed regulated
proteins (including metabolic enzymes) in M. circinelloides under nitrogen deficiency (a
condition favouring lipid accumulation at the detriment of amino acids). Regarding
carotenoids and terpenoids, they are synthesized in M. circinelloides as side-products of the
acetate-mevalonate (AMV) pathway, in which precursors of the different terpene derivatives
are synthesized from acetyl-CoA (Voigt et al. 2016). The AMV pathway produces B-carotene
which can be converted into different carotenoids or can yield, through a degradation
pathway for which only a few enzymes are currently identified (Voigt et al. 2016), to the
chemotactic pheromone trisporic acid. Trisporic acid is a molecule supposedly encountered
in all fungi of the Mucoromycotina since it induces zygospore formation (Wostemeyer et al.
2005) when synthesized by the two compatible mating partners.

Concerning secondary metabolites, interestingly, the only toxic secondary metabolites
detected so far by analyzing fungi pertaining to the Mucoromycotina are i) rhizoxin, a

cytostatic and antimitotic polyketide macrolide, ii) rhizonin, a hepatotoxic cyclopeptide (see
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Jennessen et al. 2005) that are both actually produced by Burkholderia endosymbionts
present in the cytoplasm of several Rhizopus species (Partida-Martinez et al. 2007a,
Scherlach et al. 2012, Dolatabadi et al. 2015) and iii) the neurotoxic 3-nitropropionic acid, a
suicide inhibitor of succinate dehydrogenase (see Ludolph and Ludolph 1991) found in M.
circinelloides (Hollmann et al. 2008). The latter authors pointed out that the mycotoxin-
producing capacity of these fungi has not been deeply investigated so far. More recently,
following a survey showing the toxicity of M. circinelloides forma circinelloides on mice, Lee
et al. (2014) found that the genomes of M. circinelloides formae circinelloides and lusitanicus
“contain genes predicted to be involved in the production of secondary metabolites which
indicates that Mucor might produce harmful toxins”. Such genes, i.e. polyketide synthase
(PKS), nonribosomal peptide synthetase (NRPS) and L-tryptophan dimethylallyl transferase
(DMAT) encoding genes, have been identified in publicly available drafts of genomes of
species of the Mucoromycota (Voigt et al. 2016) and in M. fuscus, M. lanceolatus and M.
racemosus genomes by Hermet (2013). This author found different genes involved in
mycotoxin production but dispersed and not organized in clusters as it is usually the case for
known mycotoxin-producers. One might think that the absence of mycotoxin production in
ruderal species (R-selected), such as Mucor, is not surprising given that it does not
necessarily represent a competitive (and therefore evolutive advantage) contrary to
ascomycetous fungi that face drastic competition. However, the recent findings mentioned
above indicate that it would be worth investigating the toxin secondary metabolism when
analysing the different Mucor genomes that will become available. The availability of
genome sequences for several Mucor species will facilitate the annotation and
characterization of metabolic pathways and will help unravelling primary and secondary

metabolisms in the genus.

1I.5. Mucor circinelloides: a model organism

Although Mucor genetics is at a very early stage compared to what has been done in
Aspergillus or Neurospora, this genus presents different assets that makes it a model of
interest for genetic studies and for both fundamental and applied researches. The 36.6 Mb
genome of M. circinelloides f. lusitanicus was the first publicly available Mucor genome
(http://genome.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html) and its ongoing annotation will help

deciphering its metabolism. In addition, this species is of interest as it is easily
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transformable. van Heeswijck and Roncero (1984) were the first authors to transform M.
circinelloides protoplasts using polyethylene glycol and CaCl, to transfer plasmids. The
protocol has, since then, been regularly improved and the protoplast-mediated
transformation remains the gold standard method (see Garre et al. 2014) although some
other strategies have been developed as biolistic (Gonzalez-Hernandez et al. 1997) or
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT) (Nyilasi et al. 2005).
Depending on the goals, one can use the self-replicative properties of plasmids transferred
in M. circinelloides (Papp et al. 2010) or, if required, force transgene integration within the
genome using either restricted enzyme-mediated transformation (REMI) (Papp et al. 2013)
or ATMT (Nyilasi et al. 2005). Interestingly, homologous recombination is efficient and gene
knock-out is feasible using linear-DNA fragments containing a selectable marker gene
flanked by DNA sequences up- and down-stream the target locus (Garre et al. 2014). In
addition, M. circinelloides allows heterologous gene expression (lturriaga et al. 1992), this
species being a natural competent organism.

These available tools and the possibility to knock out genes of interest in M. circinelloides
allowed making important discoveries in fungal genetics, especially in terms of gene
regulation. If Neurospora crassa has been proven to be a paradigm for studying the process
of blue light regulation, different studies in M. circinelloides have also been very informative
for fungal geneticists. Due to its dimorphism, this species has been a perfect choice for
elucidating, via the use of mutants (Wolff et al. 2002, Lee et al. 2013, 2015), how the
transition from unicellular to hyphal growth is driven. Maybe more specific to M.
circinelloides have been the progress made in understanding how RNA-mediated gene
silencing pathway also known as RNA interference (RNAI), a conserved defense mechanism
against invasive nuclei acid such as viruses, transposons or transgenes in different
eukaryotes including fungi (Buchon and Vaury 2006, Nicolds and Ruiz-Vazquez 2013), may
play a role in gene regulation. Indeed, not only the M. circinelloides RNAi machinery serves
as a defense mechanism but it also plays a relevant role in the regulation of a significant

number of endogenous genes (Nicolas et al. 2015, Torres-Martinez and Ruiz-Vazquez 2016).
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1. IMPACT OF MUCOR ON HUMAN HEALTH

1Il.1. Brief history

Diseases caused by members of Mucorales were first reported in 1885 and named as
““Mycosis Mucorina” (Paltauf 1885). As the classification of Mucor, and more largely that of
fungi have been changing over time, fungal disease names have also evolved. Before 1969,
the name ‘“phycomycosis” was proposed by Emmons (Joe et al. 1956) to provide a
convenient term for mycoses caused by any one of the several Phycomycetes species. Even
after the Fungi kingdom was established (Whittaker, 1969) and Phycomycetes were
reclassified into Zygomycetes and other series of new classes (Ainsworth et al., 1971), the
name phycomycosis was still employed. However, during the same time, the American
pathologist R. D. Baker proposed the name “mucormycosis”’ to denote a mycosis caused by
certain members of Mucorales (Baker 1956, 1957). But the medical community did not
retain this term, with the exception of the pathologist B. M. Clark (1968). Finally, it was only
in 1976 that Ajello and colleagues proposed to replace the name « phycomycosis » by
“zygomycosis” to concur with the taxonomic changes. The disease was defined to include
any mycosis caused by the species of the Mucorales but also Entomophthorales orders.

For many years, the term “zygomycosis’”’ has been used in the medical literature. Today with
the recent revisions of the Zygomycota it seems more accurate to use different names for
the diseases. As Entomophthoromycota and Mucoromycotina are now considered as a
phylum and a subphylum incertae sedis (i.e., uncertain) respectively (James et al. 2006,
White 2006, Hibbett et al. 2007, Humber 2016) it seems preferable to clearly distinguish
“entomophthoramycosis’” and “mucormycosis’” (Moore and Richardson 2014). Moreover,
Entomophthorales are uncommon pathogens, with infections typically restricted to tropical
areas, that produce chronic cutaneous and subcutaneous infections whereas Mucorales
species are frequent in the tempered areas, causing diseases ranging from cutaneous,
rhinocerebral, and sinopulmonary to disseminated and frequently fatal infections (Petrikkos
et al. 2012). Interestingly, some authors recently suggested the use of the name
“mucoralomycosis” instead of “mucormycosis” (Kwon-Chung 2012, Voigt et al. 2013,
Muszewska et al. 2014) to reflect that the majority of Mucoromycotina pathogens belong to
the Mucorales order. Although the classification within the Mucorales will probably undergo

substantial changes (see Part 1) leading to changes in the terms used for pathologies the
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generic term “mucormycosis’”’ should be currently used to describe infections caused by all
these molds (Moore and Richardson 2014). Moreover, with the current and future revisions
within the Mucor genus, e.g. transfer of of some Rhizomucor spp. to Mucor (Walther et al.
2013), the estimation of Mucor spp. incidence in mucormycoses should reevaluated in the

upcoming years.

111.2. Species involved in mucormycosis

Only a few Mucor species are currently suspected to cause human diseases (lwen et al. 2005,
Walther et al. 2013). These include thermotolerant species like M. circinelloides, M. indicus,
and M. ramosissimus, but also species that either do not grow or grow poorly at 37°C (Ribes
et al. 2000, Chayakulkeeree et al. 2006) thus questioning their actual potential to cause
human diseases (De Hoog et al. 2000). It is worth noting that there is no direct correlation
between thermotolerance and pathogenicity as several thermotolerant or even thermophilic
taxa have never been reported to cause infections (Walther et al. 2013). This also raises
identification question in zygomycosis cases. According to lwen (2011), the zygomycetes
species identification is generally not performed by clinical laboratories and, when
performed, the usual result reported in is a genus-only identification (Skiada et al. 2011).
Additionally, in cases where an isolate has been identified to the species level it is generally
done by morphological study only, although morphology alone has been shown to be
unreliable for species determination in zygomycetes (Kontoyiannis and Lionakis 2005).
Nonetheless, due to the occurrence of species-specific susceptibility profiles, it is obvious
that causative agents should be identified to the species level (Vitale et al. 2011). For some
years now, the general consensus among clinical mycologists is that fungal species
identification should include a combination of morphological and molecular methods
(Borman et al. 2008, Balajee et al. 2009a, 2009c). This has been successfully applied to
zygomycosis in recent cases studies (lwen et al. 2011) and should become the general
practice. In the literature only three Mucor species are frequently cited in mucormycosis
cases (i.e. M. circinelloides, M. indicus, and M. irregularis), while other species are
occasionally (i.e. M. hiemalis, M. racemosus, M. ramosissimus and M. pusillus) or more rarely
(i.e M. fragilis and M. ardhlaengiktus) cited (TABLE 1), but the actual involvement of the latter

species in infections is questionable (De Hoog et al. 2000, Walther et al. 2013). Noteworthy,
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M. pusillus was recently reassigned to Rhizomucor pusillus (Walther et al. 2013) and

therefore should not be considered anymore as a Mucor species.

TABLE 1. Non exhaustive list of Mucor species reported as disease causative agents with associated diseases.

Reported Mucor species® Associated disease

Reference

M. circinelloides Infection (unspecified site)
f. circinelloides,

f. lusitanicus (syn. M.

lusitanicus, M. fragilis)

f. janssenii (syn M.

velutinosus)

Cutaneous mucormycosis

Alvarez et al. 2009, 2011; Del Palacio et
al. 1999; Dizbay et al. 2009; Fetchick et
al. 1986; Li et al. 2011; Yang et al. 2016;
Skiada et al. 2011; Sugui et al. 2011

Chandra and Woodgyer 2002; Fingeroth
et al. 1994; Khan et al. 2009; Wang et al.
1990;

M. indicus Intestinal infection

Cutaneous mucormycosis

Koteda et al. 2013; de Repentigny et al.
2008; Zhao et al. 2013

Essayag et al. 2001; Luo et al. 2014; Sobel
2001

M. irregularis Cutaneous and subcutaneous
mucormycosis

Hemashettar et al. 2011; Li and De Lun
2012; Lu et al. 2009, 2013; Zhao et al.
2009

M. hiemalis Cutaneous and subcutaneous
mucormycosis

Costa et al., 1990; Prevoo et al., 1991

M. racemosus Cutaneous mucormycosis

Scholer et al. 1983; Wang et al. 2002

M. ramosissimus Cutaneous mucormycosis

Rhinocerebral mycosis

Septic arthritis

Hesseltine and Ellis 1964; Vignale et al.
1964; Weitzman et al. 1993

Bullock et al. 1974

Sharma et al. 1995

M. ardhlaengiktus (syn M. Infection (unspecified site)
ellipsoidus)

Alvarez et al. 2009; 2011

a: species names were given according to Walther et al. 2013

Concerning the three main Mucor associated with mucormycosis, M. circinelloides sensu

lato was occasionally reported in human infections (Fetchick et al. 1986a, Del Palacio et al.

1999, Dizbay et al. 2009, Skiada et al. 2011) but the incidence of this species in human

46



infections may be underestimated as in numerous case the identification was limited to the
genus. In a molecular identification of 190 clinical isolates morphologically identified as
zygomycetes, Alvarez et al. (2009) found that 9.5 % of the isolates were Mucor circinelloides,
placing this species as the third species involved in human mucormycosis (behind Rhizopus
oryzae and Rhizopus microsporus). Another point of concern regarding M. circinelloides is
that recently M. circinelloides f. circinelloides has been described as putatively responsible of
human illnesses after consumption of mold-contaminated yoghurt (Lee et al. 2014) although
its involvement was not clearly proven.

Mucor indicus is an emerging cause of intestinal human zygomycosis (de Repentigny et al.
2008, Koteda et al. 2013, Zhao et al. 2013). It was suggested that this species could have an
oral route of infection (Aboltins and Pratt 2006, de Repentigny et al. 2008). In contrast, some
reports consider the fungus as a safe microorganism for human (Millati et al. 2005). Some
authors suggest that the pathogenicity could be strain-dependent (Karimi and Zamani 2013),
but another explanation can once again be the species misidentification.

Among the most characteristic pathogenic Mucorales, Rhizomucor variabilis has been moved
to the Mucor genus and renamed M. irregularis on the basis of rDNA ITS phylogeny placing it
as a close species of M. hiemalis (Voigt et al. 1999, Alvarez et al. 2011). The Mucor irregularis
clinical infection pattern deviates considerably from that of other Mucorales by being
chronic and by occurring in immunocompetent patients without apparent underlying
disorder (Lu et al. 2009, Hemashettar et al. 2011). The infection is cutaneous and
subcutaneous without angio-invasion especially at the early stage (Lu et al. 2009, Zhao et al.
2009), usually the infection persists several years on exposed sites such as the face and the
extremities, and finally leads to severe mutilation (Lu et al. 2009, Li and De Lun 2012).
Between 1991 and 2013, 17 cases have been reported, suggesting that M. irregularis is one

of the few truly emerging opportunistic fungi (Lu et al. 2013).

111.3. Mucor interaction with the host

The determinism for virulence in mucormycoses is poorly known and only partial data have
been obtained so far. It appears that the vegetative growth form and the spore size have an
impact on virulence. For example in M. circinelloides, the filamentous form has been proven
to more virulent than the yeast form (Lee et al. 2013, 2015) and the (-) mating type isolates

were shown to produce larger and more virulent spores than (+) mating type isolates (Li et
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al. 2011). Noteworthy, virulence tests using a murine system, showed that the most virulent
strains were the one that did not induce pro-inflammatory cytokines (Lee et al. 2014).

From the host side, the reaction relies mainly on the innate immune system, and in
particular on phagocytic effector cells, to control infections (Mendoza et al. 2014).
Macrophages and neutrophils play an important role in the immune response to
mucormycete infection. Using a zebrafish larval model macrophages and neutrophils were
shown to be recruited in vivo to the site of infection by M. circinelloides in intact hosts prior
to spore phagocytosis (Voelz et al. 2015). The molecular and cellular nature of the
interaction remains however poorly understood. In vitro assays using isolated mammalian
cells and more promisingly in vivo model systems such as the zebrafish larval model
developed by Voelz et al. (2015) can be used in association with omics studies to identify

virulence factors.

111.4. Clinical aspects of mucormycosis

To our best knowledge, there is no study about specific aspects of Mucor spp. infections, and
it is therefore only possible to describe the clinical aspects of mucormycosis cases due to
Mucoralean fungus as a whole. Mucormycosis is a devastating acute invasive fungal
infection, but the symptoms of infections by Mucorales remain unspecific for a long time
making diagnosis extremely difficult (Lanternier et al. 2012, Hoffmann et al. 2013). Invasive
mucormycosis is characterized by the rapid development of tissue necrosis as a result of
vascular invasion and subsequent thrombosis (Sun and Singh 2011). The clinical
manifestations of mucormycosis ranges from cutaneous, rhinocerebral, sinopulmonary, and
gastrointestinal, prone to dissemination and frequently fatal infections (Roden et al. 2005,
Petrikkos et al. 2012, Riley et al. 2016), the rhino-orbital-cerebral manifestation being the
more frequent (Moore and Richardson 2014) (TABLe 1). In the general population,
mucormycosis is a very rare disease, classified as a rare infectious disease by Orphanet
(http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php); however, its prevalence is not known
(Muszewska et al. 2014). As reviewed by Mendoza et al. (2014) the main host risk factors in
mucormycoses are: i) free iron increased availability that occurs for example during diabetic
ketoacidosis in the blood (the subsequent acidification process leads to an increase in free
iron, an essential factor for Mucorales), ii) suppressed immunity leading to impaired

macrophage and neutrophil function and iii) breakdown of physical barriers such as the skin.
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Indeed, mucormycosis occurs mostly in patients severely immunocompromised (diabetes,
hematological malignancy) (Bitar et al. 2009, Pagano et al. 2009) or those who have
undergone organ or hematopoietic stem cell transplantation (Almyroudis et al. 2006).
Numerous cases have now been recognized as an additional complication of healthcare
procedures (Lanternier et al. 2012). However, immunocompetent people can also be
infected as several cases of mucormycosis following trauma with contaminated soil have
been described (Adam et al. 1994). Numerous cases of cutaneous mucormycosis have been
seen after burns or penetrating trauma, including road accidents (Richardson 2009), but also
as a consequence of natural disasters like tsunamis (Andresen et al. 2005, Richardson 2009,
Fanfair et al. 2012, Slavin and Chakrabarti 2012). Another point of concern about
mucormycosis is that gastrointestinal infections could be due to consumption of mold
contaminated food, even in an immunocompetent person. This has been suspected with M.
indicus (Aboltins and Pratt 2006, de Repentigny et al. 2008) and, as stated above, with M.
circinelloides (Lee et al. 2014).

In the last two decades, the reported number of mucormycosis cases has constantly
increased (Mendoza et al. 2014). This is probably due to a permanent worldwide increase of
patients with predisposing factors such as immunosuppression, malignancies and diabetes
(Roden et al. 2005, Skiada et al. 2011, Petrikkos et al. 2012, Walther et al. 2013). But this
increase could also be explained by a better diagnostic of mucormycosis due to a rising
awareness and an improved identification of Mucorales via molecular methods (Walther et
al. 2013). Mucormycosis, although remaining rare, is now considered as an important fungal
infection with high associated mortality rates. Indeed, survival rates for mucormycosis are
very low overall (53 % depending on the location of the infection) (Skiada et al. 2011,
Lanternier et al. 2012). In a large study of more than 900 mucormycosis cases, Roden et al.
(2005) have shown that a lack of treatment had a fatal outcome, with only 3 % survival. A
double treatment consisting of antifungal therapy combined with surgical debridement of
the infected tissues was the most successful, leading to the survival of 70 % of patients. In a
similar study of 230 cases, Skiada et al. (2011) reach to the same conclusion. A real problem
of drug treatments against mucormycosis is that Zygomycota are resistant to some classical
antifungals (Skiada et al. 2011, Lewis et al. 2012, Muszewska et al. 2014, Riley et al. 2016).
The main antifungal drugs belong to five different groups: echinocandins, azoles, polyenes,

allylamines, and pyrimidine analogs. Among these drugs amphotericin B (a polyene) was the
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most active and posaconazole (an azole) was the second most effective anti-Zygomycota
agent (lzquierdo and Castelli 2009, Skiada et al. 2011, Sun and Singh 2011, Vitale et al. 2011,
Lewis et al. 2012, Muszewska et al. 2014). But the susceptibility of Mucorales to antifungals
varies at the family, genus, and species levels, reflecting the phylogenetic diversity of the
Mucorales (Vitale et al. 2011). Another problem is that some classical antifungal drugs like
voriconazole (an azole antifungal classically used against aspergillosis or candidosis) were
suspected to be risk factors for mucormycosis in several studies (Lamaris et al. 2009, Pongas
et al. 2009, Lewis et al. 2011). In fact, in vitro, voriconazole lacked of activity against most of
Mucorales strains (lzquierdo and Castelli 2009, Vitale et al. 2011). In addition, low-cost
prophylactic treatments such as the use of acetic acid, even at concentrations as low as
0.3%, could represent a solution for preventing mucormycoses in high-risk patients (e.g.
severly injured patients) in remote areas (Trzaska et al. 2015).

In all cases an early, and reliable, diagnosis is the key factor for a successful outcome (Roden
et al. 2005, Walsh and Gamaletsou 2012, Moore and Richardson 2014), so there is a pressing
need for a rapid and effective method of Mucorales identification at the species level (Vitale
et al. 2011). Mucormycosis diagnosis relies on clinical findings, risk factor analysis,
histopathology and culture samples inspection (Moore and Richardson 2014, Muszewska et
al. 2014). However, conventional diagnosis is difficult because symptoms remain unspecific
for a long time, and vary with the form (rhinocerebral, pulmonary, gastrointestinal etc.) and
stage of the infection (Hoffmann et al. 2013, Dolatabadi et al. 2014, Muszewska et al. 2014).
For some years the general consensus among clinical mycologists is that fungal species
identification should include a combination of morphological and molecular testing methods
(Borman et al. 2008, Balajee et al. 2009b, 2009d). The development of molecular assays for
the diagnosis of zygomycosis has been in progress for some years (Dolatabadi et al., 2014 ;
Muszewska et al., 2014; Bernal-Martinez et al., 2013 ; Millon et al., 2013; Walsh et al., 2012;
Iwen et al., 2011 ; Zhao et al., 2011, Yang, 2015, Yang et al., 2016). New assay development
should also include rapid, sensitive and cost-effective methods that are easy to use in a
clinical context such as matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) that has been widely used for microorganism identification
including somes Mucorales (Schrodl et al. 2011, De Carolis et al. 2012).

Improving taxonomy within the Mucorales is an urgent prerequisite to the development of

efficient identification assays yielding to efficient diagnostics. Beyond this identification
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aspect, it is worth noting that knowledge regarding the Mucor-host interaction is poor. There
is only few data regarding the genetic and immunological background of the Mucor
pathogenicity, regarding its virulence mechanisms while such a knowledge is essential to the
development of drugs to cure mucormycosis. Future research must take advantage of all the

tools developed in the M. circinelloides model species to contribute to fill this knowledge

gap.

IV. POTENTIAL OF MUCOR IN BIOTECHNOLOGY

The combination of high growth rates observed in Mucor spp. in a large range of
temperatures (Morin-Sardin et al. 2016), thermophilic capacity of several species, existence
in certain Mucor spp. of a yeast state (Orlowski 1991) and high proteolytic and lipolytic
enzymatic activities (Ma et al. 2011) makes them a good option for biotechnologists. It is
especially the case for M. circinelloides which cumulates all these assets and is readily
transformable (see Garre et al. 2014), offering opportunities for genetic engineering but
other Mucor species have been also widely use in production of metabolites of interest or
biotransformations (i.e. using the metabolic activity of organisms to modify the structure of

bioactive substrates).

IV.1. Enzyme production

Alves et al. (2002) highlighted Mucor’s potential for enzyme production. Polygalacturonases,
amylases, proteases and lipases were shown to be produced in significant quantities by the
majority of 26 strains pertaining to 6 different species (M. circinelloides, M. hiemalis, M.
genevensis, M. piriformis, M. racemosus and M. variosporus). M. circinelloides was found to
be a good producer of cellulases, xylanases and polygalacturonases (Thakur et al. 2010, Lee
et al. 2011). Among the different produced enzymes, Mucor proteinases are among the most
exploited in the industry. Wang (1967) demonstrated the potential of M. hiemalis to
produce aspartic proteinases, an interesting substitute for the bovine-derived milk coagulant
chymosin. Since then, a large number of other Mucor species have been described as
aspartic proteinases producers such as M. racemosus, M. fragilis, M. mucedo, M. spinosus,

M. bacilliformis or M. circinelloides (Fraile et al. 1978, Alves et al. 2002). Industrial use of this
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potential was developed through the design of adapted cultivation by submerged or solid
substrate fermentation systems associated with efficient recovery and purification methods
(Lahore and Auday 1999, Kumar and Bhalla 2005, Sathya et al. 2009, Yegin et al. 2011).
Integration and expression of Mucor genes encoding aspartic proteinases in bacteria, easy to
multiply in large quantities in fermenters, represents a way forward to increase the use of
these enzymes (Gama Salgado et al. 2013) which have many other applications than milk
clotting in the dairy industry, like fruit juice clarification (Sumantha et al. 2006) or meat

tenderization (Bekhit et al. 2013).

IV.2. Biofuel production

Biodiesel represents an interesting source of renewable energy with enhanced
biodegradation, reduced toxicity and lower emission profile (Fukuda et al. 2001, Yousef et al.
2005). In this context, M. circinelloides was successfully tested for its ability to form
structures capturing microalgae used to generate biofuel products from wastewater (Zhou
et al. 2010, Zhang and Hu 2012, Gultom and Hu 2013, Li et al. 2014). This strategy of fungal-
assisted algal flocculation represents an innovative and economically viable approach to
improve the harvest of microalgae cells. In addition to this crop facilitator role, some Mucor
spp. can be more directly involved in the production of biodiesel, acting through their
biological activities. Actually, some M. circinelloides strains can be considered as oleaginous
fungi (as their storage lipid content, under the form of triacylglycerols, may constitute more
than 20% of their dry biomass) (Tang et al. 2015), and are therefore of interest for functional
oil and feedstock for biodiesel production through oil transesterifications (Huang et al.
2013). Oleaginous microorganisms start to accumulate polyinsaturated fatty acids when
grown in a medium with carbon excess and a depletion of other nutrients (Voigt et al. 2016).
The glycolytic pathway, pentose phosphate pathway, as a provider of NADPH, malic enzyme,
and ATP:citrate lyase (Tang et al. 2016) as well as the malate transporter (Zhao et al. 2016)
were shown to play important roles in lipid accumulation in M. circinelloides. This species
was also shown to be an interesting producer of y-linoleic acid rich oil and saponifiable
matter which can be directly transformed by transesterification in highly pure fatty acid
methyl esters (FAMEs) which are the main constituent molecules of biodiesel (Vicente et al.
2009, Huang et al. 2013, Carvalho et al. 2015, Tang et al. 2015, 2016, Zhao et al. 2016).

Optimizations are still needed to validate the process at an industrial scale, but the first
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results obtained suggest that it is technically and economically feasible. Noteworthy
extracellular lipases (EC 3.1.1.3) produced by M. circinelloides were also efficiently used as
biocatalysers for the alcoholysis from sunflower, mango, soybean, rapeseed, babassu or

tallow oils to biodiesel (Nelson et al. 1996, Al-Zuhair et al. 2006, Andrade et al. 2014).

IV.3. Terpenoid production and biotransformation

Terpenoids are natural products resulting from the combination of several isoprene units.
They are extensively used in the industry for several applications like pharmaceuticals,
flavors, fragrances, pesticides, disinfectants (Bohlmann and Keeling 2008, Oliveira Silva et al.
2013).

Among terpenoids, carotenoid pigments have antioxidant and various protective properties
(Bhosale and Bernstein 2005, Avalos and Limoén 2015), and are therefore frequently used as
ingredients in different pharmaceutical, cosmetic and food products (Palozza and Krinsky
1992, Bhosale and Bernstein 2005). The hydroxylated derivatives of R-carotene (xantophylls)
as well as the ketolated derivatives of R-carotene (e.g. canthaxanthin) having among the
strongest antioxidant activities and also offer various beneficial effects on human and animal
health (Csernetics et al. 2015). Although the major part of carotenoid production is
chemically synthesized, there is an increasing interest for microorganism-driven carotenoid
industrial production with the use, for example, of Blakesleeanus trispora (Mucoromycota)
(Csernetics et al. 2015). The latter microorganism lacks however a transformation system
necessary for genetic engineering. In this context, and given the knowledge regarding
carotenoid production in Mucor circinelloides, this species constitutes a candidate of interest
for carotenoid production. This is particularly true since recent studies prove that
xanthophyll accumulation can be increased by genetic transformation of M. circinelloides
(Csernetics et al. 2015).

Terpenoid biotransformation by Mucor spp. to obtain products with more active or new
properties has also been widely investigated. Various species, such as M. mucedo, M.
piriformis or M. plumbeus have been used for monoterpenoids, diterpenoids ans
sesquiterpenoids biotransformation in order to enhance their biological activity or to
synthesize intermediate molecules in the preparation or more complex molecules (for a
comprehensive review, see (de Oliveira Silva et al. 2013). Among the most recent studies, M.

spinosus was shown to display a potential for production of metabolites exhibiting enhanced
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cytotoxic effects on human leukemia cells and improved bioavailability from 20(S)-
protopanaxatriol, a molecule belonging to the ginsenosides components isolated from Panax
ginseng (Yin Tian et al. 2005, Zhang et al. 2007), but also for generating efficient diterpenoid
derivatives from neoandrographolide, a lactone known as anti-inflammatory, anti-viral and
antipyretic drug (Wang et al. 2011). Capacities of M. racemosus to transform 20(S)-
protopanaxatriol in hydroxylated and hydroxperoxylated metabolites with enhanced
cytotoxic activities against human prostate cancer cells were also reported (Chen et al.

2013).

IV.4. Other applications

Different Mucor strains have been used in steroid biotransformations. Steroids which are
widely distributed and correspond to vital compounds (Bhatti and Khera 2012) are used in
pharmaceutical compounds. Biotransformations of steroids by Mucor species (e.g. M.
circinelloides, M. griseocyanus, M. hiemalis, M. parasiticus, M. piriformis, M. plumbeus, M.
racemosus, M. spinosus or M. subtilissimus) were mainly used for steroid hormones and
drugs production (for a review, see: (Silva et al. 2014). The first commercialized process
corrresponded to the production of 11 alpha-hydroxy-progesterone, an antiandrogenic and
blood-pressure-regulator molecule and used M. racemosus mutants (Hamdi et al. 1999,
Minofy et al. 1999, Khattab and Abd-El Salam 2012). Mucor strains have also been used for
the biotransformation of flavonoids and coumarins, mainly in order to identify new active
molecules for the pharmaceutical industry or to modify some active components to improve
their activity (Silva et al. 2014), of alkaloids (Huttel and Hoffmeister 2011) and other
compounds including aromatic compounds (Huttel and Hoffmeister 2011).

In other contexts, a recent study reported that an endophyte M. fragilis strain, found on
Podophyllum spp. (Berberidaceae), was able to synthesize directly and with a high yield
podophyllotoxin and kaempferol, two pharmaceutically important bioactive compounds
used as anticancer and antivirus drugs which are generally extracted from its host plant
(Huang et al. 2014). M. plumbeus was shown to efficiently degrade pentachlorophenol, a
worldwide used insecticide and herbicide (Carvalho et al. 2011), which is interesting for
phytoremediation of heavy metal contaminated soils (Deng et al. 2011, 2013). Similarly, M.

circinelloides was used for the inhibition of Listeria monocytogenes and for the coating of
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fruits to inhibit the postharvest action of the pathogenic fungus Aspergillus flavus (Silva et al.

2014, de Souza et al. 2015).

V. MUCOR IN THE FOOD INDUSTRY

Besides their role in the industry as biotransformants or as various metabolite producers,
Mucor are important actors in the food industry. In this context, once again Mucor spp.
exhibit an ambivalent behavior as they can sometimes have a negative impact (spoiling
agent) and sometimes be essential to obtain the looked for qualities of a final product
(adjunct technological organism), especially in cheeses (Hermet et al. 2012, 2014) and
traditional Asian and African food (Hesseltine 1983, Nout and Aidoo 2002).

In foodstuffs, Mucor contamination can occur at any step of the food chain, from the first
stages of raw material production to their transformation into processed products, but also
during their transport or storage. These events can result in food spoilage, i.e. defects
inducing a significant modification in the appearance, smell or taste of a food that makes it
unacceptable to the consumer and consequently unmarketable. While, in food products, an
emphasis is often done on pathogenic organisms, microbial spoilage leads to larger
economic losses and food waste. Highly disseminated via their spores, Mucor spp. can be
found in a large variety of raw materials and processed food (TABLE 2) with undesirable
effects including rots and decomposition (Snowdon 1990), off-flavours (Foschino and
Garzaroli 1993, Bartschi and Berthier 1994), anomalous textures (Montagna et al. 2004,
Lugauskas et al. 2005) or discolorations (Hayaloglu and Kirbag 2007, Sengun et al. 2008, Wu
et al. 2015).

However, some Mucor species also present a technological interest, highly contributing to
the texture, flavor and nutritional characteristics of many fermented products (Huang and
Dooley 1976, Hesseltine 1983, Fox and McSweeney 2004, Han et al. 2004, Hayaloglu and
Kirbag 2007, Zhang and Zhao 2010, Hermet et al. 2012). These traits are associated with the
enzymatic potential of Mucor spp. especially through the secretion of lipolytic and
proteolytic enzymes (Zhang and Zhao 2010, Yegin et al. 2011). In this context, Mucor species
are used as starters in food fermentations, especially for traditional Asian and African foods

such as sufu, ragi, tempeh, furu and mureha (Hesseltine 1983, Nout and Aidoo 2002, Han et
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al. 2004). In cheeses, Mucor is one of the most commonly encountered fungus. It was
reported in 27% of a variety of 52 commercial Spanish cheeses including fresh, semi-ripened
and ripened cheeses made from different types of milk (cow, ewe, goat and mixed) (Barrios
et al. 1998) and 4.2% of 122 goat and cheese cheeses from southern Italy (Montagna et al.

2004) although it seems more prominent in pressed uncooked cheeses (Hermet et al. 2014).

TABLE 2. Non exhaustive list of raw materials and food substrates on which Mucor contaminations have been

described.
Raw material / foodstuff Reported Mucor species  Reference
fruits
berries: raspberries, strawberries M. piriformis Snowdon, 1990; Tournas and
and loganberries Katsoudas, 2005
solanaceous fruits: tomato, M. hiemalis, Sonoda et al., 1981; Reyes, 1990
capsicum, eggplant M. mucedo
pome fruits: apples and pears M. piriformis Caccioni and Guizzardi 1992
stone fruits: peaches, plums, M. racemosus, Caccioni and Guizzardi 1992;
apricots, nectarines and cherries M. plumbeus, Michailides, 1991; Sholberg, 1990;
M. piriformis Borve and Vangdal, 2007
melons and other cucurbits: M. mucedo Reyes, 1990
cucumber
grapes: raisins M. racemosus Youssef et al., 2000
citrus fruits: citrus M. racemosus Chupp and Sherf, 1960
tropical fruits: gauvas M. hiemalis Ito et al., 1979
chestnuts M. hiemalis Jermini et al., 2006
vegetables
onions M. alboater, Lugauskas et al., 2005
M. hiemalis,
M. murorum
potatoes, sweet potatoes M. racemosus Chupp and Sherf, 1960
roots and tubers: carrots M. silvaticus, Lugauskas et al., 2005
M. hiemalis,
M. mucedo,
M. murorum
yams M. circinelloides, Pitt and Hocking, 2009a; Amusa and
M. piriformis Baiyewu, 1999; Iwama, 2006
cabbages M. hiemalis Lugauskas et al., 2005
meat
beef M. mucedo Campano et al., 1985
cereals, nuts and oilseeds
mung beans, soybeans, cocoa M. circinelloides, Pitt et al., 1993 ; 1994,
beans M. hiemalis Pitt and Hocking, 2009a
M. racemosus
maize, barley M. circinelloides, Pitt et al., 1993 ; 1994,
M. hiemalis Pitt and Hocking, 2009a
M. racemosus
hazelnuts, walnuts, M. circinelloides, Pitt et al., 1993 ; 1994,
M. hiemalis, Pitt and Hocking, 2009a
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M. racemosus

cassava and yam chips M. piriformis Gnonlonfin et al., 2008
processed foodstuff / drinks
flour Mucor spp. Pitt and Hocking, 2009a
bakery product Mucor spp. Pitt and Hocking, 2009a
salami M. racemosus Cantoni et al., 2007
frozen and processed meats M. racemosus Pitt and Hocking, 1997
beer Mucor spp. Orlowski, 1991
apple juice M. plumbeus Taniwaki et al., 2001
dairy products
cheese M. racemosus, Brenet et al., 1972; Kivang, 1992;
M. circinelloides, Bartschi et al.,, 1994; Le Bars-Bailly et
M. plumbeus, al., 1999; Zeller, 2005
M. hiemalis,
M. globosus,
M. fuscus,
M. mucedo
yoghurt M. hiemalis Foschino et al., 1993
M. racemosus Lee etal., 2014
M. circinelloides

V.1. Involvement in cheese production and cheese spoilage

V.1.1. From Saint nectaire to the “cat-hair” defect

Cheese is another good example of the dichotomy of Mucor impact as members of this
genus can be either contaminant or of technological interest. Mucor spp. are part of the
normal microbiota of Saint-Nectaire cheese and Tomme de Savoie (Marcellino and Benson
1992, Michel et al. 2001). The main Mucor species encountered in cheeses are M.
circinelloides, M. fuscus, M. lanceolatus, M. plumbeus and M. racemosus (Hermet et al. 2012,
Marin et al. 2014). M. fuscus and M. lanceolatus are particularly prominent in dairy products
where they play a crucial technological role (Hermet et al. 2012, Desmasures 2014, Hermet
et al. 2014). Interestingly, a recent study showed that strains pertaining to M. fuscus and M.
lanceolatus had a preferential growth behavior on Tomme compared to other cheese types
(goat cheese or cheese mimicking medium) or synthetic media (Morin-Sardin et al. 2016),
suggesting a potential adaptation of these technological species to this specific habitat.

In one hand some Mucor species play an important technological role in the cheese industry
in the other hand, Mucor contamination is frequently observed on a large variety of soft
cheeses such as Brie or Camembert but was also reported on several semi hard or hard

cheeses like Saint-Maure, Reblochon, Kuflu, Kashar (Brenet et al. 1972a, Zeller 1980, Kivang
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1992b, Bartschi et al. 1994). The most frequent physical defect associated with Mucor
contamination consists in the occurrence of fluffy white tufts on the cheese surface which is
commonly called "Cat hair" defect. This phenomenon, often sudden and invasive, generally
begins two to five days after cheese fabrication with the apparition of blackish clumps of
mould (Brenet et al. 1972a). This defect usually persists for a few days, affecting a limited
number of cheese (Le Bars Bailly et al. 1999), but can also evolve in an acute form where
whole batches are flooded with greyish to blackish tufts giving a bleak visual appearance, a
musty kind of smell and altered taste. Contamination seems to occur preferentially during
moulding, brining or on the first days of ripening (Le Bars Bailly et al. 1999). Growth in
anaerobic conditions in the interior of the curd is possible through a B-galactosidase activity
which allow the fungus to use lactose from the whey giving to it a significant competitive
advantage. On the surface, Mucor spp. often show high development capacities compared
to technological fungi of interest like Penicillium species (Le Bars Bailly et al. 1999). Main
sources of contamination are contaminated liquids (milk, washing water, brine) and surfaces
(floors, walls, ceilings); utensils and accessories, particularly trays on which cheeses are
stored that are traditionally made of wood; and staff. Confined and water-saturated
environment of artisanal or industrial production sites are very suitable for dissemination of
multispored sporangia (Brenet et al. 1972a). Tormo and Barral (2004) proposed a method for
determining the origin of contamination based on the time of appearance of Mucor on the
surface of cheeses: early onset (1 to 2 days after the curd) preferentially indicates a milk
contamination whereas a latter appearance (3 to 4 days after draining) is associated with
curd, cheese forms and utensils contamination while side contamination strongly suggests
an airborne contamination. M. racemosus and M. circinelloides are among the most
common cheese contaminants but other Mucor species like M. plumbeus, M. hiemalis, M.
globosus, M. fuscus, and M. mucedo were also reported (Le Bars Bailly et al. 1999).

A better understanding of Mucor and their specific features will enhance the technological
potential of interesting strains and the control of contaminant ones. Based on comparative
physiological studies between technological and contaminant strains, a first dedicated
growth predictive model was recently developed and could optimize the use of Mucor spp.

in cheese production (Morin-Sardin et al. 2016).
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V.1.2. Ways to prevent and control spoilage

Establishment of prevention measures based on Hazard Analysis Critical Control Point
(HACCP) method is essential in artisanal or industrial sites to avoid or limit contamination.
Critical points for mould contamination in each step from the milking to the marketing of
cheeses must be identified (Kure et al. 2004) and adapted control measures must be set up.
Studies on production sites particularly highlighted the crucial importance of air quality (Kure
et al. 2004) and of an accurate control of the technological process (milk composition, time
of coagulation, temperature, water activity, pH, NaCl rate ...) (Bekada et al., 2004). Once
contamination has occurred, the strategy mainly consists to reduce the spread and the
number of spores by eliminating all infested cheeses and by implementing all the control
levers (air extraction, washing and disinfection, adjustment of abiotic factors...). Several
technological solutions like acidification of the curd (Brenet et al. 1972a), modified
atmospheres (20-40% CO; and 1-5% O;; (Taniwaki et al. 2001), ethanol (Dantigny et al.
2005), ammonium and UV light treatments (Tormo et Barral, 2004) were also reported to
control spoilage associated to Mucor. Competitive inhibition strategies based on the use of
Geotrichum candidum, Aspergillus and Penicillium species, Lactobacillus coryniformis or
Brevibacterium linens and Lactic Acid Bacteria producing antifungal molecules appear to be
other interesting ways (Le Bars Bailly et al. 1999, Schnirer and Magnusson 2005, Cholet
2006, Delavenne et al. 2012).

V.2. Involvement of Mucor spp. in production of other fermented food products

Mucor spp. can be associated with a variety of other food products. Concerning foodstuff
based on raw product of animal origin, beyond dairy product, one can cite their involvement
in fermented sausages. Indeed, occurrence of M. racemosus and M. hiemalis was reported
on the surface of Argentinian sausages that were produced without starters (Canel et al.
2013). Mucor spp. were also found in Southern countries of Europe, in Greek (Papagianni et
al. 2007) and Italian (Cocolin et al. 2006) traditional sausages. The possible use of M.
racemosus as ripening agent was also evaluated on Spanish salsichon and led to a significant
sensory properties improvement (Bruna et al. 2000).

Concerning product of vegetal origin, Mucor spp. are associated with a variety of products
(Tamang) The first foodstuff group corresponds to soybean-derived products, namely the

Chinese Douchi and Sufu, and the Korean Doenjang. For Douchi, a salt-fermented product
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consumed directly as a soup or used as a flavoring agent, boiled soybeans are inoculated
with either Mucor or Aspergillus oryzae spores. Mucor-type douchi is fermented for 10-12
months at about 20°C (Kang, 2001). Concerning Sufu (also known as Furu), a spreadable
cheese-like product, M. circinelloides, M. hiemalis and M. racemosus were recently identified
in mould starter cultures inoculated on tofu curd dices, resulting after 2 to 7 days at 12-30
oC in mycelium-covered pieces called ‘pehtze’ (Han et al. 2004). For Doenjang, M. plumbeus
was identified in the complex microbiota, consisting of lactic acid bacteria and fungi,
allowing for the production of this paste used as a condiment (Kim et al. 2009, Jung et al.
2014). M. indicus is part of a complex microbial mixture that converts soybeans into tempeh
(Samson et al. 1987).

The second food related product group of vegetal origin corresponds to ethnic amylolytic
mixed starters based on cereals (mainly rice) supplemented with various ingredients. These
products, are not consumed directly but used for the production of alcoholic beverages
(Tamang). Production of these starters correspond to backslopping, i.e. recycling part of an
old batch for production of a new one. Marcha_is a mixed dough inocula prepared for the
production of alcoholic beverages in the Himalayan regions (Tamang). Several studies
reported the presence of various Mucor species in Marcha or its fermented products
(Tamang and Sarkar 1995, Lv et al. 2015, Thakur et al. 2015). After adjunction of the inocula,
Mucor spp., along with other microorganisms, contribute to the saccharification and
liqguefaction of rice, allowing for alcohol production and typical aroma formation. Dominance
of Mucor spp. among moulds was also reported in Ragi, an amylolytic starter from Indonesia,
and its fermented products (Hesseltine 1992, Karimi and Zamani 2013). Mucor spp.,
including M. circinelloides, were also described among the complex microbiota of Philippian
Bubod (Kozaki and Uchimura 1990) and Thai Loog-pang (Limtong et al. 2005) or Vietnamese
Banh men (Lee and Fujio 1999).

Concerning African foods, while the Mucor genus is indicated to be widely used for
fermented products (Botha and Botes 2014), actually information on Mucor spp. occurrence,
frequency and role is seldom. Species of Mucor were reported in African salad (Abacha), a
traditional delicacy from Nigeria (Oranusi et al. 2013), while the actual impact of these
isolates in this food is not known. Also in Nigeria, Fapohunda and Ogundero (1990) reported
the presence of M. hiemalis in wheat base fast foods and M. racemosus was identified on

smoked-dried fish (Ikutegbe and Sikoki 2014).
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Noteworthy, some of these products, especially the ethnic ones, would clearly benefit of the
use of metagenomics or the latest identification methods to better evaluate the occurrence
of Mucor spp. and the nature of the involved species. Finally, as stated before, Mucor spp.
don’t only have a positive impact on food but can also be found in unspoiled foods or can be
spoiling agents. In this context, Mucor spp. have been shown to spoil various food. According
to Pitt and Hocking (2009a), while at least 20 Mucor spoiling species have been described,
the main species, namely, M. circinelloides, M. hiemalis, M. pririformis, M. plumbeus and M.
racemosus are associated with products of animal (dairy products, cheese, meat including
processed or frozen products, smoked-dried fish) or vegetal origin (e.g. fruits-even cold

stored-, nuts, beans, cereals, cacao and chocolate).

VI. CONCLUSIONS

The ubiquist Mucor species have increasing negative and positive impacts on society. On the
one hand the increasing number of mucormycoses due to Mucor as well as their high
potential for food contamination constitute threats. The lack of knowledge regarding their
taxonomy as well as their metabolic production sometimes precludes good diagnostics and
risk evaluations. On the second hand, Mucor species can be more and more considered as
allies: in addition to their potential for fermented food production and given their growth
capacity, their metabolite productions, the existence of transformation protocols, they
constitute promising organisms for biosynthesis and biotransformations usable for drug or
energy production. However, much work is needed in order to improve their current
taxonomy and unravel their metabolism and potentialities. Available genome sequences and

efficient genetic tools will benefit the scientific community to achieve these tasks.
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PARTIE 2 : RESULTATS DES TRAVAUX DE RECHERCHE

Introduction

Bien que plusieurs especes de Mucor soient associées a la production fromagere soit en tant
gue culture technologique soit comme contaminant, relativement peu de données existent
concernant : i) leur diversité ; ii) I'impact de différents facteurs abiotiques (température, pH,
aw,...) sur leur croissance et iii) leur capacité a produire des molécules d’intérét dans ce type
d’environnement. Dans ce contexte, le Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie
Microbienne (LUBEM) a parmi ses objectifs, au travers de différents programmes de
recherche, d’améliorer le niveau de connaissances sur les especes du genre Mucor afin de
mieux comprendre leur role dans |'affinage des fromages et d’aboutir a une meilleure

maitrise de leur utilisation pour la production fromagere.

Cet axe de recherche a été initié avec le projet ANR Food Microbiomes et la thése d’Antoine
Hermet réalisés sur la période 2009-2012, qui ont permis d’étudier différentes especes de
Mucor associées aux fromages et de préciser leur positionnement taxonomique au travers
d’une analyse phylogénétique multilocus complétée par des études biologiques et
morphologiques. Un total de 70 souches de Mucor dont 36 issues de fromages ont été
analysées : six especes rencontrées dans les fromages ont été identifiées (M. circinelloides,
M. racemosus, M. spinosus, M. brunneogriseus, M. fuscus et M. lanceolatus) et une nouvelle
espece d’importance en fromagerie a été découverte (M. lanceolatus). D’autre part, il a été
démontré que I'entité M. plumbeus correspondait en fait a deux especes phylogénétiques
distinctes, a savoir M. spinosus et M. brunneogriseus (Hermet et al., 2012). Le génome total
de deux souches appartenant aux especes M. fuscus et M. racemosus a également été
séquencé afin de réaliser une annotation fonctionnelle visant a décrire leurs potentialités

métaboliques.

Dans la continuité de ce travail, cette theése avait deux objectifs majeurs :
= Evaluer I'impact de facteurs abiotiques en lien avec le procédé de fabrication du

fromage sur la croissance de souches représentatives d’espéces de Mucor d’intérét. Au-
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dela d’un aspect cognitif, I'intérét majeur, via le développement de modeles descriptifs, était
d’identifier, s’ils existent, des leviers technologiques pour améliorer |'utilisation des espéces
d’intérét technologique et le controle des especes contaminantes.

= Etudier, sur la base de la mise en évidence de comportements différents (en termes de
croissance et/ou de morphologie) entre les espéces technologiques et les espéeces
contaminantes ou non-fromageres, les variations d’expression du métabolisme afin

d’identifier des marqueurs d’adaptation au milieu fromager.

La stratégie mise en place afin de répondre a ces objectifs a consisté a réaliser, dans une

premiere étape, une étude de physiologie comparée de 7 souches représentatives d’especes

technologiques, contaminantes et non-fromageres (endophyte) de Mucor sur différents
milieux (synthétique, mimant le fromage et fromager) en fonction de différents facteurs
abiotiques clés du processus de production des fromages (température, aw, pH ; chapitre 1,
Figure 14).

Mucor spp.

Physiologie comparée :
impact de # facteurs abiotiques sur la croissance,

élaboration d’'un modéle prédictif i ITItude prot.eomltrxue : . )
Chapitre 1 étude comparative des voies métaboliques mises en

ceuvre dans I'adaptation des Mucor au milieu fromager —

identification de marqueurs potentiels d’adaptation
Chapitre 2
Contribution a I'étude génomique
initiée par A. Hermet
et poursuivie par A. Lebreton:
annotation, établissement d’un « core
génome » et mise en évidence de génes
spécifiques R
Discussion - Conclusions - Perspectives S CEE

Figure 14 : Présentation schématique des axes de la these.
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Les résultats de cette étude ont permis d’établir un modeéle prédictif de croissance de ces
espéces en fonction du milieu et des facteurs abiotiques et de sélectionner des conditions

pour la réalisation d’une étude protéomigue dont I'objectif était de nous aider a déterminer

les bases métaboliques et moléculaires des différences de comportement mises en évidence
lors de la phase physiologique (chapitre 2). Cette approche protéomique a été complétée

par des analyses exploratoires de métabolomique.

L'ensemble des résultats obtenus est analysé dans une derniére partie (discussion-
conclusions-perspectives) qui ouvre sur les perspectives de ce travail, en lien étroit avec
I’étude génomique actuellement menée dans le cadre de la thése d’université d’Annie

Lebreton.
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CHAPITRE I. Etude physiologique

Dans le cadre de cette partie « physiologie », les cinétiques de croissance radiale et I'aspect
morphologique macroscopique de six souches fromagéres technologiques et/ou
contaminantes et d’'une souche endophyte non-fromagére (Tableau 2) ont été déterminées
sur milieu synthétique Potato Dextrose Agar (PDA) en fonction de différents facteurs
environnementaux (températures de 0 °C a 50 °C, pH de 3 a 10, aw de 0,98 a 0,82 et teneur
en NaCl de 0% a 20%). La sélection de ces souches a été réalisée, d'une part, sur la base des
travaux effectués par A. Hermet (Hermet et al., 2012, 2013) et, d’autre part, avec la volonté

d’avoir une espéce « outgroup », d’ou le choix de I'endophyte M. endophyticus.

Tableau 2 : Identification et origine des souches des différentes espéces de Mucor utilisées.

Espece Référence Origine et role Source bibliographique
Mucor fuscus UBOCC-A-109160 . Fromage .
Espece technologique Hermet et al,, 2012, 2014
Desmasures, 2014
M. lanceolatus UBOCC-A-109153 Fromage

Espéce technologique

Espéce soit contaminante  Le Bars-Bailly et al., 1999 ;
soit technologique Fox et al., 2004 ; Leclercg-

M. racemosus UBOCC-A-109155 Perlat et al,, 2007 : Pitt
and Hocking, 2009
M. circinelloides CBS 277-49 V2.0 Espece contaminante Lazar et al., 2014 ; Lee et
al., 2014
M. brunneogriseus CBS 129-41 Fromage Le Bars-Bailly et al,, 1999 ;

Espéce contaminante
Hermet et al., 2012 ;

CBS 226-32 Fromage Marin et al,, 2014

M. spinosus R .
Espece contaminante
dophvti Végétal RuYong and Hong, 1995 ;
M. endophyticus CBS 385-35 Espéce non fromagere Walther et al., 2013

Les données de croissance radiale collectées ont été compilées avec Microsoft Excel puis
traitées avec le logiciel MatLab (Applied Maths, MatLab R2013b) afin d’effectuer une
modélisation de la croissance en deux étapes. La premiere étape (modélisation primaire
dérivée du modele de Rosso) a consisté a générer les cinétiques de croissance (rayons
mycéliens en fonction du temps) pour la totalité des souches et des conditions abiotiques
testées (environ 2000 cinétiques) et a déterminer 3 parametres clés : la phase de latence ou

inflexion initiale (A, exprimée en jours), la vitesse de croissance radiale (u, exprimée en
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mm.jour?) et le rayon maximal ou épaulement (Rmax, €xprimé en mm) (Figure 15 ; Rosso et
al., 1995). La deuxiéme étape (modélisation secondaire) a permis, au travers de la mise en
relation des vitesses de croissance (1) obtenues pour chaque souche et chaque valeur de
facteur abiotique (X), d’élaborer des modeéles prédictifs de croissance et de calculer les
valeurs cardinales : vitesse de croissance optimale (Uopt) et valeurs minimales (Xmin),

optimales (Xopt) et maximales (Xmax) de croissance (Dantigny et Bensoussan, 2008).

Croissance radiale . . Modele secondaire :
Modele primaire

mesurée valeurs cardinales
M. lanceolatus

45 i \) 8

o “o t 7T T T T T T

x| Phasede o

latence (Lag Rayon

e hase) MAX ©
E = P D = .
§ » Y 5
T, T £ 4
e " ¢ Vitesse E

10 ~  maximale de *,

croissance
EIEI 1 3 4 5 6 7 8 9
Temps (jours) . H - -4 |
: 0~ % A P PP —
A 10 20 30/N 40 50
I ! Temperature (*€)
Pour un niveau d’un facteur abiotique i T i
| Opt I
Tmin Tmax

Plage d’étude d’un facteur abiotique

Figure 15 : Principe de détermination des valeurs cardinales de croissance a partir des modéles primaires et
secondaires. Exemple du facteur température.

Afin de valider la capacité des modeles élaborés (a partir de données acquises sur milieu
PDA) a prédire le comportement de chacune des souches étudiées sur matrices fromageéres,
la croissance radiale de ces souches a été étudiée dans une derniere phase pour 4 valeurs de
température représentatives des conditions de production fromageére (5, 10, 15 et 20°C) sur
i) une matrice synthétique mimant le fromage (milieu Cheese Agar ; Nielsen et al., 1998 ; Le
Dréan et al., 2010 ; Zhang et al., 2010) et ii) sur deux matrices naturelles, la tomme de Savoie
(coeur et surface), matrice a pate pressée non cuite fabriquée avec du lait de vache et la

blche de chevre frais, matrice a pate lactique présentant une cro(te fleurie. Les valeurs
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expérimentales ont été reportées sur les profils obtenus avec le modele prédictif pour

chaque espece sur milieu PDA.
Une partie de ce travail a été réalisée dans le cadre du stage d’IUT Génie Biologique, option

Analyses Biologiques et Biochimiques (2™ année) de Rémy DUGAL, intitulé « Impact de la

température sur la croissance de Mucor spp. associés aux fromages » (avril-juin 2014).

Ces travaux ont été valorisés au travers de la publication suivante :
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The Mucor genus includes a large number of ubiquitous fungal species. In the dairy environment, some of
them play a technological role providing typical organoleptic qualities to some cheeses while others can
cause spoilage. In this study, we compared the effect of relevant abiotic factors for cheese production on
the growth of six strains representative of dairy technological and contaminant species as well as of a
non cheese related strain (plant endophyte). Growth kinetics were determined for each strain in function
of temperature, water activity and pH on synthetic Potato Dextrose Agar (PDA), and secondary models
were fitted to calculate the corresponding specific cardinal values. Using these values and growth ki-
netics acquired at 15°C on cheese agar medium (CA) along with three different cheese types, optimal
growth rates (uop;) were estimated and consequently used to establish a predictive model. Contrarily to
contaminant strains, technological strains showed higher uop: on cheese matrices than on PDA. Inter-
estingly, lag times of the endophyte strain were strongly extended on cheese related matrices. This study
offers a relevant predictive model of growth that may be used for better cheese production control but
also raises the question of adaptation of some Mucor strains to the cheese.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The Mucor genus, belonging to the Mucoromycotina subphylum
and Mucorales order, includes basal coenocytic fungi. This genus
groups many ubiquitous species found in the environment (soil, air,
dust), on raw materials or foodstuffs. Mucor spp. are regularly
encountered as contaminants of meat, fruits, vegetables or pro-
cessed products, such as dairy products, where their uncontrolled
growth may induce undesirable effects including off-flavours
(Foschino et al., 1993; Bartschi and Berthier, 1994), anomalous
textures (Montagna et al., 2004; Lugauskas, 2005) or discolorations
(Hayaloglu and Kirbag, 2007; Sengun et al., 2008; Pitt and Hocking,
2009). However, several Mucor species also present a technological
interest, highly contributing to the texture and the sensory char-
acteristics of many fermented products such as cheeses (Huang,
1976; Zhang and Zhao, 2010; Hermet et al, 2012) or sufu
(Hesseltine, 1983). These traits are associated with the enzymatic

* Corresponding author.
E-mail address: emmanuel.coton@univ-brest.fr (E. Coton).

http://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2015.11.019
0740-0020/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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potential of the Mucor spp. especially through the secretion of
lipolytic and proteolytic enzymes (Zhang and Zhao, 2010; Yegin
et al., 2011). The main Mucor species encountered in cheeses are
Mucor circinelloides, Mucor fuscus, Mucor lanceolatus, Mucor plum-
beus and Mucor racemosus (Hermet et al., 2012; Marin et al., 2014).
M. fuscus and M. lanceolatus are particularly prominent in dairy
products where they play a crucial technological role (Hermet et al.,
2012, 2014; Desmasures, 2014). On the other hand, M. racemosus
and M. circinelloides are among the most common cheese con-
taminants. M. circinelloides has been suspected to have caused
nausea, vomiting and diarrhea and even a rhinocerebral mucor-
mycosis following contaminated yoghurt ingestion (Lazar et al.,
2014; Lee et al., 2014).

Although several Mucor species are used for their technological
properties or encountered as contaminants in cheese, few data
exist to this date regarding their growth behavior (Le Bars-Bailly
et al., 1999) and, to our knowledge, no study was directly per-
formed on cheese matrices. Bekada et al. (2008) reported an effect
of temperature and water activity (ay, ), but no effect of pH on the
growth, on synthetic Sabouraud agar medium, of M. racemosus
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strains isolated from a Camembert cheese. Other studies strongly
suggested an effect of a,, on germination and development of
several species used in the cheese production, including
M. racemosus and M. circinelloides (Gervais et al., 1988; Gervais,
1990; Marin et al., 2014). In this context, the aims of this study
were: (i) to determine the effect of abiotic factors (temperature, pH
and ay,) on the growth of Mucor species commonly encountered in
the cheesemaking environment, as cardinal values determination
may allow for a better control of their development, and (ii) to
reveal potential behavior differences among these Mucor species,
either technological, contaminant or non-cheese related (out-
group) that may be associated with adaptation to cheese matrices.

2. Material and methods
2.1. Mucor strains

Seven Mucor strains from the Université de Bretagne Occi-
dentale Culture Collection, (UBOCC, France; http://www-tmp.univ-
brest.fr/souchotheque/) or the Centraal Bureau Voor Schimmel-
culture CBS (The Netherlands, http://www.cbs.knaw.nl) were used
in this study. Mucor species selection was based on their known or
proposed role in cheesemaking plants or cheese products (Table 1).

Strain identification was confirmed by nuclear ribosomal
Deoxyribonucleic Acid Internal Transcribed Spacer region (rDNA
ITS) sequencing (Hermet et al., 2012; Walther et al., 2013). Strains
were maintained in the dark at 25°C on Potato Dextrose Agar (PDA)
medium (Difco Laboratories, USA).

2.2. Spore production

Spore suspensions of each species were used to inoculate Roux
flasks (Easy Flask 225 cm? Nunc - Thermofisher Scientific, Dane-
mark) containing 80 mL of PDA medium. After seven day incuba-
tion at 25°C, 20 mL of 0.1% Tween were added to each flask. The
surface was scraped with a disposable sterile plastic rake in order to
collect spores that were then suspended in 0.1% Tween. Spore
suspensions of each species were centrifuged at 5000 g for 5 min at
20°C. The supernatant was removed and the pellet of spores
resuspended in 3 mL of 15% glycerol. Spores were counted in
Malassez cells and the concentrations were adjusted to 107 to 108
spores.mL~! prior to storage at —80°C until use.

2.3. Growth media

The effect of temperature, pH and a,, on the growth of the 7
selected Mucor strains was studied on PDA medium. To validate
that temperature effect was similar whatever the medium used,
growth assessment were performed at different temperatures (5°C,
10°C, 15°C and 20°C) on Cheese Agar (CA) medium and actual
cheeses.

The synthetic PDA medium used was previously described by
Sautour et al. (2002). This medium exhibited an a,, ranging from

0.992 to 0.993 and a pH of 5.6 + 0.2. This medium (25 mL) was
poured into 90 mm diameter Petri dishes for the purpose of this
study.

CA medium is a synthetic preparation adapted from Hansen and
Nielsen (1996) and Nielsen et al. (1998), and developed especially
for the growth of cheese related fungi. Briefly, 6.00 g agar (Bio-
merieux, France), 7.80 g NaCl, 2.60 g lactose (Sigma Aldrich, USA),
0.65 g of yeast extract (AES Laboratory, France) were added to
222.20 ml of sterile water. pH was adjusted to 5 with HCl 1M (Fisher
Scientific, UK) and the resulting solution (solution 1) was auto-
claved 15 min at 121°C. In parallel, 26.70 g of anhydrous milk fat
(Lactalis, France) were dissolved in 35.60 mL of sterile water and
2.80 mL of lactic acid (Sigma Aldrich, USA). This solution was then
added to solution 1. The resulting solution was mixed using a T25
ultra-turrax (IKA, Germany) and 20.40 g of milk protein concentrate
(Lactalis, France) were progressively added to obtain a homoge-
neous mixture. The CA medium was heated 30 min in a water bath
at 80°C (Memmert GmbH, Germany), then 25 mL were poured into
90 mm diameter Petri dishes. The obtained medium presents an a,y,
of 0.970 and a pH of 4.7 + 0.02.

Two cheese types were also used, namely an unripened Tomme
de Savoie and an unripened fresh goat cheese. Tomme de Savoie is
an uncooked pressed cheese made with cow milk. In our case it
presented a 26.75% fat content, 52.56% fat content/dry matter ratio,
50.89% total dry extract, a,, of 0.955 and pH of 5.4 + 0.02. Two
different parts of this unripened Tomme de Savoie were used, the
surface corresponding to the external part of the cheese (called
Tomme surface thereafter) and the internal part of the cheese
(called Tomme core thereafter). Fresh goat cheese had a bloomy
rind, with a 19.97% fat content, 48.27% fat content/dry matter ratio,
a41.37% total dry extract, a,, of 0.975 and pH of 4.5 + 0.02. For radial
growth measurement, 85 + 5 mm diameter and 0.8 + 0.1 mm high
slices from the cheese surface (Tomme de Savoie and goat cheese)
and the cheese internal part (Tomme de Savoie) were positioned in
90 mm diameter Petri dishes.

2.4. Spore inoculation and radial growth measurement

Spore suspensions were diluted into Potato Dextrose Broth so-
lution (Difco Laboratories, USA) at an identical ay, to that of the
matrix to be tested (Garcia et al., 2010) in order to obtain a con-
centration of 10° spores.mL~L The spore suspension (10 pL) was
deposited in the center of the Petri dish containing either synthetic
medium or a cheese sample. Petri dishes were then stored in
airtight boxes and incubated under different defined conditions
(see below). Four Petri dishes were prepared per species and per
abiotic condition (independent replications of the whole experi-
mental design). Radial growth of each mycelium was measured
daily over two predetermined perpendicular directions until either
a 80 mm diameter or a 70 day duration was reached. Given the wide
range of growth observed for some species, two measurements a
day were usually performed.

Table 1
Mucor strains used in this study.
Species Strain Putative role References®
M. fuscus UBOCC-A-109160 Technological Hermet et al., 2012, 2014; Desmasures, 2014

UBOCC-A-109153
UBOCC-A-109155

M. lanceolatus
M. racemosus

Technological
Technological or contaminant

M. circinelloides CBS 277-49 Contaminant
M. brunneogriseus CBS 129-41 Contaminant
M. spinosus CBS 226-32 Contaminant
M. endophyticus CBS 385-95 Endophyte (outgroup)

Le Bars-Bailly et al., 1999; Fox et al., 2004; Leclercq-Perlat et al., 2007; Pitt and Hocking, 2009,
Lazar et al., 2014; Lee et al., 2014
Le Bars-Balilly et al., 1999; Hermet et al., 2012; Marin et al., 2014.

RuYong and Hong, 1995; Walther et al,, 2013

¢ References indicating a putative role for the different species tested in this study.
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2.5. Impact of abiotic factors on radial growth

The effect of 18 different temperature levels, ranging from 0O to
50°C + 0.5 (2, 4, 5, 7,10, 15, 17, 20, 22, 24, 25, 28, 30, 35, 37, 40, 45
and 50°C), on the growth of the 7 selected species was evaluated on
PDA medium. On CA medium and cheese matrices, growths were
monitored at 5, 10, 15, 20°C. Temperatures were maintained using
calibrated incubators (KB240, Binder Scientific, Germany) and
controlled overtime using TomProbe mobile probes (AES Chem-
unex, France).

Concerning a,, impact, PDA medium water activity was regu-
lated using 2 different solutes: either glycerol or sodium chloride
(Nadl), as previously described (Lerici and Nicoli, 1996). Addition of
0—41.6% glycerol (Fisher Scientific, UK; W/W; 0—4.51 mol-L~!) in
PDA medium allowed obtaining 11 theoretical different a,, values
ranging from 0.840 to 0.993 (Robinson and Stokes, 1965; Resnik and
Chirife, 1988). In parallel, addition of 0—16.1% NaCl (Sigma Aldrich,
USA: W/W; 0—2.76 mol-L~!) in PDA medium led to 15 other
theoretical ay,, conditions ranging from 0.850 to 0.994 (Robinson
and Stokes, 1965; Resnik and Chirife, 1988). After inoculation,
each medium a,, was stabilized by placing each replicate ina 1.5 L
closed box with 150 mL NaCl-water solution exhibiting the same a,,

1= opt(x) CMn(X)

time (days). ro was fixed at 2.5 mm since the inoculum diameter
was approximately 5 mm. We considered lag time as the time from
which mycelial growth was visible (i.e. when the colony diameter
was larger than 2.rp).

Instead of using a direct estimate, lag time (1) was calculated
through a InK estimation as suggested by Augustin and Carlier
(2000) (equation (2)).

InK = In(n-2) (2)

Where K is a constant. The re-parametrization of K into [nK has the
advantage of stabilizing the variance of the estimated parameter.
When the InK seemed to be constant for each couple strain-abiotic
factor among all growth kinetics, the hypothesis was tested (see
above) and when it was possible, a single InK value was estimated.

To quantify the influence of the environmental factors on the
growth rate, the gamma concept was used (Zwietering et al., 1992).
The optimal growth rate oy was assumed to be characteristic of
both strain and medium. The relationship between the growth rate
() and the 3 tested abiotic factors (temperature, a,, pH) was
assessed using cardinal models (Rosso, 1995; Pinon et al., 2004)
(equation (3)).

CMy(X) =

0
X < X
(X — Xmax)* (X — Ximin)" o x ”“; 3)
— S in <A<
(Xopt = Xmin)"™"{ (Xopt — Xmin) - (X = Xopt) — (Xopt — Xmax) [(n = 1)-Xopt + Xonin —n-X] }* 7" e
X > Xmax

0

as the medium one (Sautour et al., 2001). The different media were
then incubated at 25°C for up to 70 days. Media a,, and their sta-
bility as a function of time of incubation were checked using a water
activity meter (FA-st /1, CBX Scientific Instruments, France) on 3
replicates for each solute and a,, level.

As for pH, the impact of 11 different conditions (from pH 1.8 to
13.6) on the selected Mucor strain growth was tested on PDA me-
dium. pH values were obtained by adding volumes of 0.2M
NayHPO4, 0.1M citric acid, 0.025M borax, 0.25M CAPS, 1M HCl and
0.1M NaOH, to the PDA medium. For each tested pH, 7 replicates
were analyzed, 4 replicates for growth monitoring and 3 replicates
to check for pH stability over time. The different samples were
incubated at 25°C for up to 70 days and the pH stability regularly
controlled on agar culture media using a 662—1770 flat-bottom
electrode (VWR, France) (Gorski and Ritzert, 1977; Maurice et al.,
2011).

2.6. Data analysis and model fitting

A two-step modeling approach was adopted. In the first step,
radius of the mycelium was modeled as a function of incubation
time using a primary model with latency (Buchanan, 1993, equation

(1):

r0 JE<A
r(t):{ 0+ p-(t—2), t>2 M

Where r(t) is the measured radius at time t, ¢ is the initial radius of
the inoculum, p is the radial growth rate (mm.day~') and A the lag

88

Where X corresponds to the abiotic factors (temperature, a,, pH),
Xmnin is the minimum value of the factor allowing growth, at Xop
growth reach its higher value for the studied factor, X,qx is the
maximum value of the factor allowing growth and n is a shape
parameter. The n parameter took different values according to the
studied abiotic factor, n = 2 for temperature (Rosso et al., 1993),
n = 2 for ayy and aymaex = 1000 (Sautour et al., 2001), and n = 1 for
pH (Rosso, 1995).

The primary and the secondary models were fitted by mini-
mizing the sum of squares of the residual values with NLINFIT
function of MATLAB R2014 (The MathWorks Inc., USA). Confidence
intervals of 95% were obtained by using traditional methods based
on a linear approximation with NLPARCI function in MATLAB. A
square root transformation of the radial growth rate was used for
the secondary modeling (Dantigny and Bensoussan, 2008). To
evaluate the model fitting performances, the coefficient of deter-
mination (%), the Root Mean Square Error (RMSE), and the Akaike
Information Criterion (AIC) were computed (Sutherland et al., 1995;
Ratkowsky et al., 2004; Akaike, 1971).

For model calibration on cheese media, a InK value and a wop¢
value were used. The [nK value was estimated on the kinetics
observed at 15°C in dairy media. The uop value was estimated by
fitting equation (3) on the observed u values in the same conditions.
From these 2 parameters, growth kinetic could be simulated using
equation (1), in dairy environment at a given temperature. The u
value was computed for the given temperature with equation (3),
using the pep value specific of the dairy media and the cardinal
values (Tmin, Topt, Tmax)- The lag was computed using equation (2),
the simulated u value and the InK value.
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For model prediction validation, independent data were ac-
quired at 5 and 10°C (temperatures used in cheese process) as well
as 20°C (laboratory temperature for fungal studies) for CA medium,
Tomme de Savoie (surface and core) and goat cheese. Then, the
simulated kinetics were compared with the experimentally
observed kinetics. The Relative Error (RE) and the Standard Error of
Prediction (SEP) were computed to evaluate the accuracy of the
model prediction on the tested matrices CA (Garcia-Gimeno et al.,
2003; Campos et al., 2005).

2.7. Statistical analysis

In order to test whether the cardinal values are influenced or not
by the use of glycerol or NaCl, the likelihood ratio test was used. The
model was fitted to estimate the cardinal values for the use of NaCl
or glycerol (Unconstrained model, U). The model also fitted with
the cardinal values common for the both solutes (Constrained
model, C). The fits of the models were compared with a likelihood
ratio test and a statistic test, SL, computed as given by equation (4).

(4)

Where n is the number of data, RSS¢ is the Residual Square Sum for
the Constrained (C) model, and RSSy is the Residual Square Sum for
the Unconstrained (U) model. SL is low when the fixed value of the
parameter has no significant incidence on the quality of fitting.
When n tends toward infinity, the limiting distribution of SL is Chi
square test (Chi2) distributed with 3 degrees of freedom as 3 pa-
rameters were constrained (Gwmin, Gwopt, Gwmax). If SL is lower than
Chi 2 (a = 0.05), the difference in the fitting of both models is
considered not significant and then the parameter of interest could
be equal to the fixed value.

SL = n-log(RSS¢) — n-1og(RSSy)

3. Results
3.1. Impact of abiotic factors on the radial growth on PDA medium

3.1.1. Growth kinetics

Regardless of the tested abiotic factor, radial growth kinetics of
the 7 Mucor strains could be divided into two distinct phases: a lag
phase followed by a constant radial growth of the mycelium. In
optimal conditions, lag phases were relatively short whereas
growth rates were high (data not shown). Under less favorable
conditions, lag phases were longer and growth rates were lower. A
single [nK value corresponding to the product of the radial growth

Table 2
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rate (in mm.day ') and the lag time (in days) was estimated for
each experimental design (i.e. abiotic factor or media) (Table 2).
When calculated from several kinetics (temperature, pH, a,, NaCl
and ay, glycerol), AIC values were always greater (+35.3 + 0.75%,
mean + standard deviation) than AIC values obtained using a single
InK for each strain-abiotic factor couple or validation matrix.
M. racemosus, Mucor brunneogriseus, Mucor spinosus representative
strains exhibited longer lag times than the other species. For a given
medium, this simplification implied that the lag time is inversely
proportional to the growth rate (Augustin and Carlier, 2000).

3.1.2. Temperature impact

Among the 7 strains, minimal and maximal temperatures for
which Mucor growth was observed were 0°C (M. racemosus, M. lan-
ceolatus, M. circinelloides, M. brunneogriseus, M. spinosus) and 37°C
(M. circinelloides and Mucor endophyticus), respectively. Secondary
models were fitted to describe growth rate dependence as a function
of temperature (ranging from 0 to 50°C) for all strains (Fig. 1). These
models also allowed to estimate parameters with biological mean-
ings, ie. minimum (Tpip), optimum (Top:) and maximum (Tmay)
growth temperatures for each studied strains (Ross et al., 2010). Re-
sidual variability between predictive and observed values of growth
was low (RMSE values ranged from 0.09 to 0.12 mm.day ') and the
coefficient of determination (r%) values were higher or equal to 0.98
for all strains except for M. endophyticus (RMSE = 0.36 mm.day ! and
1? = 092) (Table 3). The estimated values of the parameters, from the
model, were T, varying from —5.7—2.3°C, T,y from 21.4 to 29.2°C
and Ty from 25.8 to 40.9°C (Table 3).

3.1.3. pH impact

M. racemosus, M. circinelloides and M. spinosus strains grew at
the minimal pH tested (1.8) while no development was observed
for these strains above pH 11.4, a value at which only M. racemosus,
M. circinelloides and M. spinosus strains grew. M. fuscus, M. brun-
neogriseus, M. lanceolatus and M. endophyticus had a slightly nar-
rower range of growth allowing pH. A good quality of fit was
obtained as suggested by the low RMSE value < 0.27 mm.day~' and
the r? values greater or equal to 0.96, except for the M. circinelloides
strain (RMSE = 0.53 mm.day~' and ° = 0.86). The estimated
parameter values were pHy;, varying from 2.39 to 3.20, pHyp, from
492 to 6.58 and pHpgx from 8.52 to 10.92 (Table 3). M. fuscus,
M. lanceolatus, M. racemosus, M. spinosus and M. endophyticus
exhibited the lowest pHpqx (from 4.92 to 5.37); whereas,
M. circinelloides and M. brunneogriseus presented the highest values
(6.49 and 6.58, respectively).

InK values obtained for the 7 studied Mucor strains for the temperature, pH and a,, factors on PDA medium. For aw, results obtained for glycerol and sodium chloride are
included. InK values obtained for the predictive optimal growth rates were compared to experimental data for all tested strains for the abiotic factor temperature on cheese
agar medium, unripened goat cheese and unripened Tomme (surface and core). Indicated species were represented by the following strains: UBOCC-A-109160 (Mucor fuscus);
UBOCC-A-109153 (Mucor lanceolatus); UBOCC-A-109155 (Mucor racemosus); CBS 219-41 (Mucor brunneogriseus); CBS 226-32 (Mucor spinosus); CBS 277-49 (Mucor circi-

nelloides); CBS 385-95 (Mucor endophyticus).

InK value
PDA Cheeses
Temperature pH a,, NaCl a,, glycerol CA medium Goat cheese Tomme surface Tomme core
M. fuscus® -22.15 1.01 —31.53 —25.28 0.79 1.43 1.55 1.78
M. lanceolatus® -14.28 —44.63 -13.37 0.04 0.86 2.15 2.08 2.14
M. racemosus™” 1.74 -16.34 —27.01 -14.27 1.75 2.87 2.20 2.54
M. brunneogriseus” 1.96 —-0.02 —-19.95 1.32 137 2.49 2.21 2.24
M. spinosus® 1.37 1.02 -29.39 0.54 1.28 234 1.36 1.30
M. circinelloides® -52.73 —45.34 —44.,53 -58.38 0.92 2.15 1.24 1.42
M. endophyticus® -0.11 1.36 —42.38 0.73 1.47 245 1.96 223

@ Technological species.
b Contaminant species.
¢ Endophyte species.
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Fig. 1. Secondary models obtained for the 7 studied Mucor species for temperature, pH and a,, on PDA medium. Radial growths (mm.day ") of Mucor fuscus (A), M. lanceolatus (B),
M. racemosus (C), M. brunneogriseus (D), M. spinosus (E), M. circinelloides (F) and M. endophyticus (G) expressed in function of temperature (column temperature), pH (column pH)
and a,, (columns glycerol and NaCl respectively). Symbols: (O) experimental data; (—) calculated values according to equation (3).
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Table 3
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Cardinal values and optimal growth rates (uop;) determined for the 7 studied Mucor strains for temperature. pH and a,, (mean + standard deviation) on PDA medium. For a,,
results obtained for glycerol and sodium chloride are presented. The accuracy of the cardinal model was evaluated using the root mean square error (RMSE) and the coefficient
of determination 1 values. Studied strains: Mucor fuscus UBOCC-A-109160; M. lanceolatus UBOCC-A-10915; M. racemosus UBOCC-A-109155; M. brunneogriseus CBS 219-41; M.
spinosus CBS 226-32; M. circinelloides CBS 277-49; M. endophytiocus CBS 385-95. For aw, Xmnqx Was set at 1.000.

Abiotic factor Species* Cardinal values Hopt (£SD) I RMSE
Xmin (£SD) Xopt (+SD) Xmax (+SD) mm-d-!}"]

Temperature (°C) M. fuscus® 2.3 (+0.5) 25.1 (+0.4) 32.1 (+0.5) 6.5 (+0.2) 0.98 0.12
M. lanceolatus® —2.4 (+0.5) 24.5 (+0.2) 33.6 (+0.8) 7.2 (+0.3) 0.99 0.10
M. racemosus™ ° —5.7 (+0.4) 25.7 (£0.3) 33.7 (£0.7) 18.0 (+0.2) 0.99 0.11
M. brunneogriseus® —5.2 (+£0.5) 21.4 (+0.3) 25.8 (+0.2) 12.4 (+0.3) 0.98 0.12
M. spinosus” —2.7 (+0.4) 27.0 (+0.4) 37.2 (+1.6) 15.2 (+0.2) 0.99 0.09
M. circinelloides” -1.2 (+£0.5) 29.2 (+0.4) 40.9 (+0.7) 11.6 (+0.2) 0.98 0.13
M. endophyticus® 0.2 (+0.9) 26.3 (+0.8) 37.1 (£0.1) 12.6 (+0.6) 0.92 0.36

pH M. fuscus® 3.16 (+0.02) 5.01 (+0.26) 9.87 (+0.37) 8.37 (+0.37) 0.96 0.25
M. lanceolatus® 3.02 (+0.06) 4.92 (+0.20) 10.92 (+0.46) 15.36 (+0.45) 0.98 0.19
M. racemosus® ° 3.09 (+0.03) 5.01 (+0.13) 9.64 (+0.16) 11.73 (+0.31) 0.99 0.15
M. brunneogriseus” 3.20 (+0.01) 6.58 (+0.12) 8.78 (+0.02) 6.98 (+0.26) 0.98 0.16
M. spinosus® 2.39 (+0.01) 4.97 (+0.16) 9.71 (+0.23) 18.50 (£0.64) 0.97 027
M. circinelloides® 2.89 (+0.17) 6.49 (+0.36) 8.52 (+0.53) 9.27 (+0.95) 0.86 0.53
M. endophyticus® 2.74 (+0.17) 537 (+0.25) 9.66 (£0.30) 15.44 (+0.64) 0.97 0.27

ay, (glycerol) M. fuscus® 0.920 (+0.005) 0.980 (+0.002) - 8.25 (+0.51) 0.86 0.23
M. lanceolatus® 0.896 (+0.007) 0.982 (+0.002) - 9.23 (+0.61) 0.85 0.29
M. racemosus® " 0.895 (+0.001) 0.984 (+0.001) - 19.37 (+0.40) 0.99 0.13
M. brunneogriseus” 0.889 (+0.001) 0.975 (+0.000) - 11.38 (+0.08) 1.00 0.04
M. spinosus” 0.873 (+0.003) 0.986 (+0.001) - 15.30 (+0.51) 0.98 0.20
M. circinelloides® 0.861 (+0.003) 1.010 (+0.003) — 19.29 (+2.14) 0.98 0.14
M. endophyticus® 0.863 (+0.004) 0.994 (+0.003) - 14.70 (+0.91) 0.97 0.20

aw (NaCl) M. fuscus® 0.935 (+0.004) 1.000 (+2.088) - 9.64 (+1243.40) 0.93 0.26
M. lanceolatus® 0.928 (+0.002) 0.996 (0.002) - 8.79 (+0.45) 0.97 0.18
M. racemosus®™ " 0.934 (+0.002) 0.997 (+0.001) - 18.67 (+1.01) 0.98 0.23
M. brunneogriseus” 0.933 (+0.006) 0.995 (+0.003) - 6.70 (+0.70) 0.81 0.38
M. spinosus” 0.936 (0.001) 1.000 (+1.285) - 17.56 (+1416.74) 0.98 0.20
M. circinelloides” 0.927 (+0.001) 0.998 (£0.002) - 10.74 (+1.12) 0.99 0.13
M. endophyticus® 0.924 (+0.001) 0.997 (+0.002) - 13.01 (+0.76) 0.99 0.15

@ Technological species.
b Contaminant species.
¢ Endophyte species.

3.14. ay impact

Water activity impact on fungal radial growth was studied by
adding glycerol or NaCl in media in order to test a,, ranging from
0.840 to 0.993. A growth rate decrease was observed when
lowering a,, with either solute. With glycerol, the minimal a,, for
which growth was observed corresponded to 0.881
(M. circinelloides, M. spinosus and M. endophyticus). Growths were
observed at a,, > 0.920 for all strains except for M. fuscus that
required a,, > 0.940. When using NaCl, the minimal a,, allowing for
growth was 0.890 (M. endophyticus) and a development was
observed at a,, > 0.920 for all strains except for M. brunneogriseus
and M. fuscus that required a,, > 0.935. Minimum (@ymin), and op-
timum (ayep) Water activities were estimated for each solute and
Mucor strains. A good fit quality of the secondary model was
observed for data modeling using either glycerol or NaCl with RMSE
lower than 0.30 mm/days for both solutes. In addition * values
were always higher than 0.80 with an average value of 0.95. When
using glycerol, aymin varied from 0.861 to 0.920 and optimum
values from 0.975 to 1.000 (Fig. 1, Table 3).

When using NaCl, cardinal values showed a more restrictive
range with a,, min ranging from 0.924 to 0.936 and ayp: from 0.997
to 1.000 (Fig. 1, Table 3). For all strains, except for M. fuscus, a sig-
nificant difference between the cardinal values of growth obtained
using glycerol and the cardinal values of growth obtained using
NaCl (DoF = 4, y = 9.4877, o = 0.05) was observed.

3.2. Calibration and validation of the predictions on cheese media

Using cardinal values obtained on PDA medium and u values
obtained at 15°C on CA medium and cheese matrices, uop: were
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estimated and consequently used to model radial growth rate for
each Mucor strains on CA medium and cheese matrices.

On PDA medium, optimal growth rates for the temperature
factor appeared to be higher for M. circinelloides, M. brunneogriseus
and M. spinosus as well as for the M. endophyticus strain
(11.60—15.24 mm.day~!) compared to strains belonging to the
technological species M. fuscus and M. lanceolatus (6.47 and
7.18 mm.day !, respectively). The M. racemosus strain displayed the
maximum optimal growth rate (18.00 mm.day ).

Optimal growth rate values, as estimated on the validation
matrices (CA medium and cheeses), were generally lower than
optimal growth rate values obtained on PDA medium except for
three strains (Fig. 2 and Table 4). Indeed, compared to pop; Obtained
on PDA medium, the M. fuscus strain had an increased pop: in CA
medium (+58%), Tomme de Savoie (+74% for Tomme core; +41%
for Tomme surface) and goat cheese (+7%); the M. lanceolatus strain
had increased values on Tomme (+16% for Tomme core; +18% for
Tomme surface) and to a lower extent, the M. circinelloides strain on
CA medium (+5%). Among the different strains, M. brunneogriseus
and M. spinosus strains had the highest decrease of pop on valida-
tion matrices compared to PDA medium (with a maximum of —51%
for M. spinosus on Tomme surface) (Fig. 2 and Table 4). M. racemosus
and M. circinelloides strains displayed a relative stability regarding
their popr whatever the medium/matrix considered (varia-
tions < 26%) (Fig. 2 and Table 4).

Overall, lag times and growth rates were well predicted ac-
cording to low RE and SEP values (Tables S1 and S2).
M. brunneogriseus and M. racemosus lag time and radial growth
predictions were in agreement with the experimental observations
at 5, 10 and 20°C (Fig. 3) with SEP values comprised between 1.2
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Fig. 2. Predictive secondary models obtained for the 7 studied Mucor species on the 5 tested growth media. Optimal radial growth (mm.day ') was expressed in function of
temperature. Species: Mucor fuscus (A), M. lanceolatus (B), M. racemosus (C), M. brunneogriseus (D), M. spinosus (E), M. circinelloides (F) and M. endophyticus (G). Media: PDA (black),
cheese agar (dark blue), unripened goat cheese (pink), unripened Tomme surface (light blue) and unripened Tomme core (red). Symbols: (O) experimental data; (—) calculated
values according to equation (3). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Table 4

Calibration and validation of the predictive model developed on PDA medium. Predictive optimal growth rates were compared to experimental data obtained for all studied
strains for the temperature factor on Cheese Agar medium, unripened goat cheese and unripened Tomme de Savoie (surface and core). The accuracy of the prediction was
evaluated using the SEP, RE, RMSE and AICC values. Studied strains: Mucor fuscus UBOCC-A-109160; M. lanceolatus UBOCC-A-10915; M. racemosus UBOCC-A-109155;
M. brunneogriseus CBS 219-41; M. spinosus CBS 226-32; M. circinelloides CBS 277-49; M. endophytiocus CBS 385-95.

CA medium Goat cheese Tomme surface Tomme core PDA RMSE AICC (+SD)

Mope (£SD)  SEP  RE Mope (£SD)  SEP  RE Mopt (£SD)  SEP RE Mope (£SD)  SEP  RE Hopt (£SD)
M. fuscus® 103 +0.02 053 -056 7.0+0.04 020 -020 11.0+0.02 040 -036 11.3+0.05 046 -050 65=+021 043 147.67 +3.08
M. lanceolatus*” 6.1 +0.17 022 -011 62+0.02 008 000 88+006 014 -003 86+006 018 -009 72+0.16 0.2 14.69 + 6.06
M. racemosus®? 16.5+0.00 027 -0.11 15.1+0.04 003 000 133 +0.05 0.13 -0.06 16.0+ 064 022 -0.09 18.0+033 0.2 44.08 + 6.01
M. brunneogriseus” 6.6 +0.02 0.16 —0.03 73 +0.02 009 -003 7.0+000 008 004 7.6+043 011 001 124+029 055 186.17 +2.10
M. spinosus” 10.8 + 0.03 021 -0.10 102 +0.01 0.12 -003 74+0.00 017 009 108+0.02 021 0.09 152 +022 048 149.83 +2.54
M. circinelloides” 12.2 +0.01 028 -0.10 10.7+0.01 0.11 -0.07 105+0.13 009 005 11+0.16 0.14 -0.02 11.6+029 0.16 57.49 + 6.90
M. endophyticus* 88+0.01 017 -014 80+002 011 -005 49+008 026 -024 89+007 020 -0.14 126+062 044 170.83 +2.71

2 Technological species.
b Contaminant species.
¢ Endophyte species.

and 7.6 mm (Table S2). For M. circinelloides, M. lanceolatus and
M. spinosus lag times at all temperatures and radial growth at 10
and 20°C appeared correctly predicted while radial growths of
these species were slightly underestimated by the model at 5°C
(SEP values comprised between 1.0 and 12.2 mm) (Table S2, Fig. 3).
Regarding M. endophyticus and M. fuscus lag times and radial
growths appeared correctly predicted at 10 and 20°C but were
underestimated at 5°C on most of the media (SEP values comprised
between 1.1 and 17.0 mm) (Table S2, Fig. 3). Both temperature and
medium effects on lag times were observed. Concerning the tem-
perature effect, lag times were higher at 5°C than at higher tem-
peratures. Considering the medium effect, lag times were the
lowest on PDA and the highest on goat cheese.

Noteworthy, M. endophyticus lag times were much higher on
cheese related matrices (CA medium, goat cheese and Tomme) than
on PDA.
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4. Discussion

Mucor spp. are regularly encountered as contaminants in a large
variety of food products (Foschino et al., 1993; Bartschi and
Berthier, 1994; Montagna et al, 2004; Lugauskas, 2005;
Hayaloglu and Kirbag, 2007; Sengun et al., 2008; Pitt and
Hocking, 2009) but numerous species also present a high techno-
logical interest, particularly in the cheese industry (Hermet et al.,
2012, 2014). Despite their negative or positive impacts, Mucor
spp. growth behavior has not been well documented. In this study,
the effect of abiotic factors, namely temperature, pH and ay,, on lag
times and growth rates of several Mucor strains representative of
technological and contaminant species encountered in the dairy
industry was determined on synthetic PDA medium and on cheese
related matrices. To cover the diverse physicochemical environ-
mental conditions encountered during cheese production, with



76

S. Morin-Sardin et al. / Food Microbiology 56 (2016) 69—79

PDA cheese-agar goat cheese Tomme surface Tomme core
40 40 40
30 30 30
£ £ £ £ £
E E & & E
E 20 ; 3 20 _g 20 5
° ° ° ° °
1 1 -1 -1 1
[ [ [ « [
10 10 10 10
o 0 0 0
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60 20 40 60
Time (days) Time (days) Time (days) Time (days) Time (days)
40 40 40 40 40 /
30 30 30 30 30 4
£ £ £ £ £ 3
E E E E E
E 20 5 20 5 20 5 20 5 20
° ° ° ° °
& & & & &
10 10 10 10 10
0 0 0 0 0
0 20 40 60 80 [¢] 20 40 60 80 80 0 20 40 60 80 0 0 40 60 80
Time (days) Time (days) Tlms (days) Time (days) Time (days)
40 40 40 40 40 {
30 30 30 30 3014
£ £ £ £ £
E E E E E
5 20 s 20 5 20 5 20 5 20
° ° ° ° °
& & & & &
10 10 10 10 10
0 0 0 0 0
0 40 20 40 60 80 80 0 20 60 80 0 0 40 60 80
Time (days) Time (days) Tlme (days) Tlme (days) Time (days)
40 40 40 40 40
30 30 30 30 30
£ £ £ £ £
E E E & E
5 20 5 20 5 20 _g 20 5 20
° ° ° ° °
& & -3 3 &
10 10 10 10 10
0 0 0 0 0
0 40 80 80 80 60 80 60 80
Time (days) Tlme (duys) Tlm (duys) Tlme (duys) Tlma (duyt)
40 40 40 40 40
30 30 30 30 30
£ £ £ £ £
E E E E £
5 20 5 20 5 20 5 20 5 20
k-] k-] k-] -] k-]
& & & & &
10 10 10 10 10
0 0 0 0 [
0 20 40 60 0 20 40 60 80 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Time (days) Time (days) Tlme (days) Time (days) Time (days)
40 40 40 / T
30 30 o [} |+
£ £ £ £ £
E E E E E
5 5 20 5 20 5 5 20
° ° ° ° °
& & & & &
10 10 10
0 0 ot 0
0 40 0 40 0 20 40 60 0 0 40 60
Time (days) Time (days) Tlme (days) Time (days) Time (days)
40 40 40
..-
30 30 30 -
£ T T T £
E E £ £ E
82 22 F H 82
k-] k-] k-] k-] k-]
-] s ] s ]
[ [ [ [ [
10" 10 10
[ o [
0 40 60 80 [ 40 60 80 40 60 80 40 60 80 0 20 40 60 80
Time (days) Time (days) Time (days) Time (days) Time (days)

93



S. Morin-Sardin et al. / Food Microbiology 56 (2016) 69—79 77

temperature varying from 4 to 30°C, pH from 4.0 to 6.0, a,, from
0.950 to 0.990 and NaCl concentration from 1.5 to 3%, a large
spectrum of values was tested.

The primary model fitted accurately the growth kinetics what-
ever the studied species and media.

For a given medium, the use of a single InK value implies that the
lag time is inversely proportional to the growth rate (Augustin and
Carlier, 2000). At a single spore concentration, lag time includes
both germination plus early hyphal elongation. Nevertheless, most
studies focusing on mold growth, including this one, have been
performed using inocula containing high spore numbers (Huchet
et al,, 2013; Dagnas et al., 2014). In this case, the observed popu-
lation lag time is a single value corresponding to the shortest lag
time observed. It is important to keep in mind that this population
lag time may be different from the actual lag time of a fungal
contaminant on a food product for which the colonization is initi-
ated by low spore numbers.

The secondary model, based on studies by Rosso et al. (1993,
1995) and Pinon et al. (2004), integrating a square root trans-
formation of the radial growth rate as suggested by Dantigny and
Bensoussan (2008), correctly predicted growth rates associated
with the different tested abiotic factors values. As expected, the
various representative Mucor strains investigated in the present
study were characterized as fast growing fungi: uep: calculated for
the seven strains when cultured on PDA were high, varying for
example for the temperature factor from 6.5 (+0.21) mm.day~!
(M. fuscus) to 18 (+0.33) mm.day ! (M. racemosus). They exhibited
higher growth rates than most of other foodborne fungi. Indeed,
ope for the temperature factor calculated for the P. camemberti and
Penicillium roqueforti ascomycetes, cultured on PDA in similar
conditions, were only 2.60 (+0.06) mm.day~! and 4.51 (+0.06)
mm.day~! respectively (Rigalma, personal communication)
whereas the minimal uop: obtained in this study was 6.5 (+0.21)
mm.day~! for the technological species M. fuscus. Pitt and Hocking
(1999) suggested that the absence of septae in hyphae of these
coenocytic Mucoromycotina probably facilitates rapid translocation
of nutrients and organelles between sites of growth, resulting in a
rapid development. The rapid growth of Mucoromycotina species
has led some authors to describe their ecological strategy as ruderal
or R-selected (Cooke and Rayner, 1984; Magan and Aldred, 2007).
This ruderal strategy is associated with rapid growth, rapid
commitment to reproduction, utilization of easily assimilable re-
sources and non-persistence. It can be opposed to stress-tolerant
and combative strategies characterizing ascomycetes and basidio-
mycetes, respectively (Cooke and Rayner, 1984). This stress avoid-
ance and rich media preference strategy means that Mucor species
are encountered in early stages of ecological succession in the
environment. Nevertheless, in the particular rich cheese environ-
ment they can persist throughout cheese ripening.

Noteworthy, only a few number of studies estimated these
values for Mucor species (Le Mens, 1996; Sautour et al, 2002;
Bekada et al, 2008). The growth parameters calculated by
Sautour et al. (2002) and Bekada et al. (2008) for M. racemosus with
an optimal growth rate of 13.3 mm/day at 20—25°C, an optimal a,,
of 0.985, an optimal pH of 4.5—5, a minimum a,, of 0.91 and a
minimum temperature of—4 °C are concordant with the values
obtained for this study selected M. racemosus strain using our
secondary model, although 3 different strains were used in the 3

studies. Most of the Mucor species analyzed in this study displayed
a mesophilic behavior with an optimal temperature comprised
between 21.4°C and 29.2 °C with however, low Tpyin. For
M. circinelloides, M. endophyticus and M. spinosus, there was a shift
of Tinin, Topt and Tnax towards higher temperatures. M. endophyticus
has been defined as a thermoresistant fungus (RuYong and Hong,
1995) while the ability to grow at temperature close to 37°C
makes M. circinelloides a potent pathogen that colonizes animal and
human organs (de Hoog et al., 2000; Walther et al., 2013). The
ability to grow at low temperatures (even lower than 0°C) of the
different tested Mucor species, except for M. fuscus and
M. endophyticus, is an important feature for growth on cold stored
foods.

As for other fungal species (Bekada et al, 2008, 2013), Mucor
spp. growth tended to be steady and optimal in a large range of pH,
a trend that could not be taken into account by the model derived
from Rosso. Although the latter observation showed that pH,
contrarily to a,, and temperature, is not among the most limiting
factors, it would be interesting to test other models. Noteworthy,
the use of Dantigny's pH model (Dantigny et al., 2014) only pro-
vided overall a slightly better description of the plateau (data not
shown).

Regarding ay,, none of the seven studied Mucor strains had the
ability to grow at a, values lower than 0.86. This result is in
accordance with other observations (Panasenko, 1967; Pitt and
Hocking, 1999). More recently, Bekada et al. (2013) reported a
development inhibition of zygomycetes such as Rhizopus and
Mucor for water activities inferior to 0.92, whereas numerous
ascomycetous foodborne fungal species have the capacity to grow
at lower ay, values (<0.80). This unability to grow at low a,, values
contrasts with the behavior of the xerophilic ascomycetes known to
cause spoilage at water activity values below 0.75 (Pitt and Hock-
ing, 1999) such as in bakery products and confectionary. Note-
worthy, the solute used to modify the water activity of a medium
can have an impact on the growth of filamentous fungi (Lahlali et al.
2005). In this context, a significant difference between the effects
yielded by glycerol and NaCl was observed in this study for all
Mucor species except for the M. fuscus representative strain. Such
differences were noticed by Marin et al. (2014) who described a
better tolerance to non-ionic stress (glycerol) than to ionic stress
(salt). Toxic effect of the NaCl ions has already been demonstrated
included in fungi resulting among other factors from a competition
phenomenon at the membrane level (Rengel, 1992; Niu et al., 1996;
Gomez et al., 1996; Prista et al., 1997).

Overall, the different tested Mucor strains had the ability to
grow under pH, a, and temperature conditions commonly
encountered during the cheesemaking process. However, cheese is
a unique substrate with high protein and fat content harboring a
microbial community which can be complex (Irlinger and Mounier,
2009). To estimate the performance of the model designed on PDA
medium, model predictions were then compared for the temper-
ature factor with data obtained from experimentally inoculated
matrices corresponding. These matrices corresponded, on one
hand, to a medium mimicking cheese and, on the other hand, to
actual unripened cheeses. In this context, 2 cheese matrices were
selected, Tomme de Savoie for which Mucor spp. are classically used
for the ripening process (Desmasures, 2014) and goat cheeses,
frequently contaminated by Mucor spp. (Montagna et al., 2004).

Fig. 3. Observed and estimated growth kinetics of the 7 studied Mucor species on the 5 tested growth media at different temperatures. Species: Mucor fuscus (A), M. lanceolatus (B),
M. racemosus (C), M. brunneogriseus (D), M. spinosus (E), M. circinelloides (F) and M. endophyticus (G). Temperatures: 5°C (light blue), 10°C (dark blue), 15°C (black) and 20°C (red) on
PDA (column PDA), cheese agar (column cheese-agar), unripened goat cheese (column goat cheese), unripened Tomme surface (column Tomme surface) and unripened Tomme core
(column Tomme core). Symbols: (@) experimental data; (—) calculated values according to equations (1)—(3). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the

reader is referred to the web version of this article.)
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Temperatures tested varied from 5 to 20°C to cover the ripening
step which generally occurs between 8 and 15°C.

Data collection on cheese media at 15°C, along with cardinal
values obtained on synthetic medium, allowed for good predictions
of growth kinetics at different temperatures. However, in order to
improve predictions, cardinal values have to be obtained using an
optimal medium that does not limit the growth. In the present
study M. fuscus growth rate was underestimated and lag phase was
overestimated because growth of the M. fuscus strain on PDA me-
dium was limited compared to cheese based media. A cheese
mimicking medium, such as the CA medium, would be a more
pertinent choice for modeling this species growth behavior.

Interestingly, growth of M. racemosus, M. brunneogriseus, M.
spinosus, M. circinelloides and M. endophyticus strains was lowered
on unripened cheeses compared to growth on synthetic medium
PDA or on the CA medium. On the opposite, strains belonging to the
technological species M. fuscus and M. lanceolatus had higher
growth rates on Tomme de Savoie (both Tomme surface and
Tomme core) than on goat cheese, CA and PDA media. Concerning
goat cheese, the observed lower rate could be explained by the
cheesemaking process as it corresponds to a lactic curd, hence a
lower pH and presence of organic acids known for their antifungal
properties (Schniirer and Magnusson, 2005). Moreover, M. fuscus
and M. lanceolatus, which had by far the lowest optimal growth
rates on synthetic medium (PDA), had optimal growth rates similar
to other strains on Tomme (surface and core) (Table 4). M. fuscus
exhibited the second most important optimal growth rate on these
two cheese matrices after M. racemosus, the fastest growing strain
in all conditions. Interestingly, at temperatures commonly used for
Tomme ripening (10 and 15°C), M. fuscus and M. lanceolatus had
shorter lag phases on Tomme (surface and core) than on other
media and than most of other species tested on Tomme. This
preferential growth of the strains belonging to species regularly
used as technological strains for Tomme making could be due to
adaptation of these strains to cheese and more specifically to the
Tomme habitat (Hermet, personal communication). Indeed, some
fungal species only known from cheeses, such as P. camemberti,
F. domesticum, Scopulariopsis flava and Sporendonema casei are
thought to be adapted to the particular cheese habitat (Ropars et al.,
2012). The adaptation of these species might arise from a domes-
tication process involving the acquisition of key fermentative ac-
tivities and the loss of functions (Ropars et al., 2012). Even more
ubiquitous species, not only encountered in cheeses, such as
P. roqueforti, might have “come to cheese recently and may represent
species that have an origin as contaminants of cheese, or that are in the
process of domestication” (Ropars et al., 2012). Some domestication
mechanisms were already described in fungi such as in the yeast
Saccharomyces cerevisiae in which differentiation has been found
according to different food processes (bread, beer, wine or sake)
(Fay and Benavides, 2005; Legras et al., 2007; Sicard and Legras,
2011). The cheese environment was also the place for horizontal
gene transfers that have possibly played a role in fungal domesti-
cation (Gibbons and Rinker, 2015) as shown for Penicillium species
(Cheeseman et al., 2014; Ropars et al., 2015). It would be of interest
to investigate whether or not M. fuscus and M. lanceolatus are
encountered in other substrates than cheeses and if their genomes
harbor domestication imprint.

The predictive model developed in the present study may be
applied not only to the selected technological representative strains
but to a larger panel (e.g. different M. fuscus and M. lanceolatus
strains) in order to select ripening adjunct exhibiting both tech-
nological abilities and fast growth rates. Furthermore, although
cheesemaking of typical products is highly dependent on specific
processes, this predictive model of growth could also represent a
potent tool to define adjustments of abiotic parameters allowing for

a better and faster ripening of the considered cheese, which can be
of interest from an economical point of view. Moreover, these ad-
justments may favor the development of technological strains over
contaminants. For example, considering the growth kinetics ob-
tained on Tomme, a temperature decrease of the ripening phase, if
compatible with organoleptic requirements, is likely to specifically
promote the growth of technological strains. Nevertheless, given
cheese ecosystem complexity, the influence of biotic parameters,
including cheese microbiote composition and microbial in-
teractions (Le Bars-Bailly et al., 1999), should also be taken into
account.

The growth predictive model developed in this study allowed to
determine cardinal values for temperature, a,, and pH for 7 strains
representative of species that play either a positive or negative role
in the cheese industry This model could contribute to optimize the
use of technological Mucor spp. and better control the contami-
nating ones, by adjusting abiotic parameters during ripening pro-
cess. Interestingly, growth patterns and morphological differences
were observed on synthetic media and cheeses according to the
considered Mucor strains and abiotic conditions. The obtained re-
sults for the technological M. fuscus and M. lanceolatus species,
especially in comparison to those of the M. endophyticus endophyte,
raise the question of an adaptation to the cheese matrix. The
molecules supporting this putative adaptation are actually under
investigation through proteomic and molecular approaches.
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Supplementary tables.

Table S1: RE values as calculated from the comparison between observed and estimated growth kinetics of the 7 studied Mucor strains on the 5 tested media at
different temperatures. Studied strains: M. fuscus UBOCC-A-109160; M. lanceolatus UBOCC-A-10915; M. racemosus UBOCC-A-109155; M. brunneogriseus CBS
219-41; M. spinosus CBS 226-32; M. circinelloides CBS 277-49; M. endophytiocus CBS 385-95.

PDA CA medium Goat cheese Tomme surface Tomme core

10°C 15°C 20°C 5°C 10°C 15°C 20°C 5°C 10°C 15°C 20°C 5°C 10°C 15°C 20°C 5°C 10°C 15°C 20°C
M. fuscus' -0.14 -0.21 0.03 0.68 0.36 -0.02 -0,27 0.61 0.13 -0.02 -0.22 0.58 0.23 -0.04 -0.34 0.64 0.34 -0.07 -0.13
M. lanceolatus' -0.20 -0.18 -0.05 0.37 0.19 -0.04 -0,24 0.16 -0.20 0.02 -0.03 0.22 -0.19 0.07 0.13 0.33 -0.09 -0.01 0.10
M. racemosus"* 0.01 -0.08 0.05 0.39 0.18 -0.02 -0,01 0.10 0.01 0.07 0.08 0.07 0.07 0.10 0.11 0.27 0.17 -0.08 0.10
M. brunneogriseus 0.11 0.03 -0.04 0.27 0.06 -0.07 -0,26 0.26 0.00 0.00 -0.06 -0.06 -0.01 -0.04 -0.13 0.02 -0.21 -0.10 -0.12
M. spinosus* 0.03 -0.03 0.00 0.38 0.16 -0.04 -0,13 0.33 -0.02 -0.01 -0.14 -0.16 -0.38 -0.09 -0.16 -0.23 -0.47 -0.32 -0.08
M. circinelloides* -0.22 -0.20 0.01 041 0.11 -0.09 -0,31 0.34 0.02 -0.01 -0.02 -0.10 -0.19 -0.17 -0.08 0.18 -0.20 -0.16 -0.07
M. endophyticus® -0.19 -0.35 -0.24 0.41 0.22 -0.03 -0,05 0.41 -0.18 0.01 0.02 040 0.27 0.11 0.28 0.49 -0.08 -0.07 0.04

t: technological species; ¢: contaminant species; ¢: endophyte species.

Table S2: SEP values as calculated from the comparison between observed and estimated growth kinetics of the 7 studied Mucor strains on the S tested media at
different temperatures. Studied strains: M. fuscus UBOCC-A-109160; M. lanceolatus UBOCC-A-10915; M. racemosus UBOCC-A-109155; M. brunneogriseus CBS
219-41; M. spinosus CBS 226-32; M. circinelloides CBS 277-49; M. endophytiocus CBS 385-95.

PDA CA medium Goat cheese Tomme surface Tomme core

10°C 15°C 20°C 5°C 10°C 15°C 20°C 5°C 10°C 15°C 20°C 5°C 10°C 15°C 20°C 5°C 10°C  15°C 20°C
M. fuscus' 3,57 7.05 225 16.97 7.75 0.68 5.90 9.21 3.26 1.09 4.98 13.79 484 1.13 4.99 16.27 7.16 178 4.16
M. lanceolatus' 3.90 3.08 1.24 791 4.01 141 4.68 9.21 3.26 1.09 4.98 417 457 124 224 884 262 226 2.55
M. racemosus* 195 3.04 0.62 7.55 439 146 131 1.20 258 120 1.49 367 251 275 2.38 537 525 318 3.52
M. brunneogriseus* 241 2.06 0.57 522 152 1.08 4.30 6.43 176 132 1.84 3,55 140 132 3.52 324 679 293 1.88
M. spinosus* 1.05 164 1.34 7.64 298 1.04 2.35 6.36 3.97 3.06 2.56 259 6.74 1.65 1.45 430 1222 422 224
M. circinelloides® 6.80 6.72 1.25 8.81 281 132 6.16 7.97 2.00 1.80 0.96 268 277 212 286 6.35 6.05 219 3.09
M. endophyticus* 2.27 5.65 3.20 9.04 3.64 0.78 1.06 8.21 4.57 1.03 1.53 6.39 7.78 3.69 5.23 11.28 6.21 354 3.34

' technological species; : contaminant species; ©: endophyte species.
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Points saillants :

Les résultats majeurs de cette étude de physiologie comparée sont :

= |’établissement des cinétiques de croissance de 7 souches de Mucor représentative de 7
espéces (technologiques, contaminantes, mixte, endophyte) sur milieu synthétique PDA,
milieu mimant le fromage CA et matrices fromageres ;

= |a détermination des valeurs cardinales de croissance de ces 7 souches pour 3 facteurs
abiotiques (température, pH, aw) sur milieu PDA ;

= |’élaboration d’'un modele prédictif de croissance sur matrices fromagéres pour le facteur
température ;

= Des perspectives d’utilisation du modele prédictif pour optimiser les facteurs abiotiques
durant le processus d’affinage ;

= La mise en évidence de la possible adaptation des souches technologiques a

I’environnement fromager.
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CHAPITRE Il. Etude protéomique

Introduction

Les résultats obtenus au terme de la partie « physiologie » ont permis d’observer des
différences au niveau des profils de croissance (par ex. forte latence pour M. endophyticus)
et des morphologies entre le milieu synthétique PDA, le milieu CA et les matrices fromageres
en fonction des souches de Mucor et des conditions abiotiques considérées (Figure 16). Ces
résultats démontrent que les souches appartenant aux especes technologiques M. fuscus et
M. lanceolatus présentent une meilleure croissance sur matrices fromageres
(particulierement la Tomme de Savoie) et milieu mimant le fromage que sur milieu
synthétique ; ce qui n’est pas le cas pour les espéces contaminantes et I'’endophyte.
L'ensemble de ces éléments souléve la question d’une adaptation voire d’'une domestication

de ces souches a cet environnement particulier.

M. lanceolatus M. racemosus M. brunneogriseus M. endophyticus
UBOCC-A-109153 UBOCC-A-109155 UBOCC-A-109207 CBS 385-95

Tomme de Savoie
non-affinée

Cheese agar

PDA

Figure 16 : Exemples de modifications morphologiques observées apres 4 jours a 15 °C pour une méme
souche en fonction du milieu et pour les différentes souches pour un méme milieu.
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L'adaptation peut étre définie comme ['ajustement fonctionnel d’un étre vivant a son

milieu. On peut distinguer |’adaptation évolutive, qui correspond a une évolution naturelle

du génome associée a l'acquisition, la perte ou le développement de caracteres,

physiologiques ou comportementaux, nouveaux et héréditaires, et la réponse adaptative qui

se traduit par la mise en ceuvre de mécanismes de régulation de I'expression génique. Ces
phénomeénes sont souvent associés. Chez les poissons appartenant au sous-ordre des
notothénoides (dits « poissons des glaces »), I'adaptation aux eaux froides et fortement
oxygénées de I'océan austral est associée a plusieurs phénomeénes dont une réduction de la
diversité moléculaire et fonctionnelle de leurs hémoglobines, transporteurs sanguins du
dioxygene ; la présence dans leur systeme sanguin de glycoprotéines a role antigel ou encore
une flexibilité accrue de leurs protéines enzymatiques (Beers et al,, 2015). L’absence de
chitine et de B-glucane chez les formes trophiques de Pneumocystis jirovecii, champignon
responsable de pneumonies chez des patients immunodéprimés, permet d'améliorer
I'absorption des nutriments par contact direct de cellule a cellule ou par endocytose (Ma et
al., 2016). Chez Lactococcus lactis, les souches « a tropisme » végétal posseédent plusieurs
genes qui ont trait a l'utilisation des polymeéres végétaux ; genes qui sont absents chez les
souches « laitiéres » qui ont développé des capacités a utiliser les protéines du lait en tant
gue source d'acides aminés (Siezen et al., 2005; Makarova et al., 2006). L’évolution des
souches « végétales » vers des souches adaptées a I'environnement laitier serait associée a
plusieurs autres phénomenes : perte de transposons porteurs de génes non-indispensables
en milieu fromager, sous-expression de genes impliqués dans le métabolisme de la
cellobiose, du galactose et de [I'acide uronique, surexpression de transporteurs
d'oligopeptides, indispensables pour le transport de peptides caséiniques, ou de protéines
impliquées dans le métabolisme de I'azote (Bachmann et al., 2012).

La notion de domestication correspond a une adaptation orientée intégrant une interaction
prolongée, un contrOle, voire une sélection délibérée de la part des communautés
humaines. Elle est de fait plus couramment employée pour les espéces animales ou
végétales. Prenons I'exemple de la mutation du gene MSTN codant pour la myostatine chez
les bovins, a I'origine d’un développement musculaire exceptionnel (+20% ; Grobet et al.,
1997), ou celui du polymorphisme du gene cdhl codant une cadhérine épithéliale impliquée
dans la résistance a l'infection par le virus de la nécrose pancréatique infectieuse (vNPI) chez

le saumon atlantique (Moen et al., 2015) ; modifications qui présentent toutes deux un
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intérét majeur évident en élevage. Les modifications génétiques a I'origine de ce type de
changements morphologiques, physiologiques ou comportementaux sont souvent
complexes a identifier et, faute de pouvoir caractériser précisément les genes impliqués, ce
sont souvent les zones génomiques a I'origine de traits particuliers qui sont recherchés. Ces
zones, auxquelles sont données en génétique le nom de QTL (quantitative trait locus)
peuvent, une fois identifiées, étre utilisées par I'homme pour assister la sélection
d’adaptations d’intérét. De nombreux QTL ont été décrits ces dernieres années chez
différentes espéces animales et ont permis d’assoir un grand nombre de processus de
domestication (Dave et al., 2014 ; Gonen et al., 2015). Chez les bovins, la sélection a porté
sur des caractéristiques telles que la croissance, la qualité de la viande, la composition du
lait, le comportement, la fécondité et la reproduction, la mammite et la pigmentation
(Polineni et al., 2006).

Le terme de domestication est couramment employé pour évoquer S. cerevisiae, levure chez
laquelle a été décrit un certain nombre d’évenements génétiques qui ont progressivement
contribué a I'amélioration du potentiel technologique de souches qui sont désormais
exploitées pour différentes applications (panification, vinification, brassserie, production de
bioéthanol, ...). Parmi ces événements, citons les exemples, chez les souches utilisées pour la
fermentation alcoolique, de I'aquisition du géne fot qui, lorsqu’il est exprimé, leur procure
un avantage de croissance en augmentant les sources d’oligopeptides assimilables comme
source d’azote (Marsit et al., 2015, 2016) ou encore de la translocation chromosomique
« XV-t-XVI » qui induit une surexpression de pompes a sulfite durant les premieres heures de

la fermentation (Zimmer et al., 2014).

1.1. Description des voies métaboliques mises en jeu sur milieu fromager

Sur la base des différences morphologiques et de croissance mises en évidence dans le cadre
de I'étude physiologique, nous avons choisi de comparer les protéomes des souches de M.
lanceolatus (UBOCC-A-109153), M. racemosus (UBOCC-A-109155), M. circinelloides (CBS
277-49) et M. endophyticus (CBS 385-95) apreés 7 jours de culture a 14 °C sur milieu
synthétique Potato Dextrose Agar ou milieu mimant le fromage (Cheese Agar), avec 'objectif

de comparer les voies métaboliques impliquées dans la croissance sur milieu fromager et
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non-fromager. La température de 14°C a été sélectionnée comme représentative de la phase
d’affinage des fromages.

Aprés un temps de culture de 7 jours a 14°C, des morphologies et des profils de croissance
différents ont été observés entre les souches étudiées. Aprés une phase d’optimisation du
protocole (extraction des protéines, isoélectrofocalisation et SDS-PAGE), les protéines
exprimées différentiellement sur milieu PDA versus CA ont été analysées, pour chacune des
souches, par LC-MALDI TOF/TOF au niveau de la Plateforme Proteogen de I'Université de
Caen. Leur identification a été faite grace au logiciel Mascot en utilisant les génomes de M.
racemosus UBOCC-A-109155 et M. lanceolatus UBOCC-A-109153 séquencés par le LUBEM,
et disponibles sur la plateforme ABIMS de la Station de Biologie Marine de Roscoff, ainsi que
des bases de données publiques comme NCBI (pour le génome de M. circinelloides CBS 277-
49). Un total de 209 protéines présentant des variations d’expression (> 1,6) d’'un milieu par
rapport a l'autre ont pu étre identifiées, avec un nombre particulierement plus élevé de
protéines surexprimées pour la souche technologique M. lanceolatus UBOCC-A-10915 sur
milieu CA. Des fonctions putatives ont pu étre attribuées a la majorité d’entre elles,
notamment grace a une forte homologie (85,2%) avec le protéome de Saccharomyces
cerevisiae. Des analyses bioinformatiques (String DB, Blast2Go) ont permis de proposer une
analyse descriptive complete de ces protéines, de leurs fonctions potentielles et de leurs
intéractions. Malgré la complexité des deux conditions testées, un apercu des voies
métaboliques mises en jeu sur chacun des milieux par les quatre souches étudiées a pu étre
obtenu. Le nombre limité de protéines surexprimées communes entre les souches va dans le
sens d’une réponse adaptative spécifique d’espéce qui pourrait étre liée a des capacités
différentes en termes d'adaptabilité aux milieux testés. Les voies métaboliques sont en effet
apparues globalement plus actives sur milieu PDA que sur CA pour M. circinelloides CBS 277-
49 et M. endophyticus CBS 385-95, assez similaires entre les deux milieux pour M. racemosus
UBOCC-A-109155, et plus intense sur milieu CA pour I'espéce technologique M. lanceolatus
UBOCC-A-109153. Ces observations sont en accord avec les données de physiologie
présentées dans la publication n°2.

Quelques protéines communes a certaines souches 2 a 2 ont néanmoins pu étre identifiées,
comme EF-2 (Elongation factor 2), THOP1 (zinc metalloendopeptidase) ou PHS1 (glycogen

phosphorylase). Elles pourraient constituer des marqueurs d’adaptation potentiels.
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Ces travaux ont fait I'objet d’'une publication, soumise dans la revue Journal of Proteomics :

Publication n® 3 :
Proteomic analysis of the adaptation of Mucor spp. to cheese environment
Morin-Sardin S., Jany J.L., Artigaud S., Berney B., Pichereau V., Coton E., Madec S.

Soumise a Journal of Proteomics le 25/07/2016

Significance

The Mucor genus consists of a multitude of poorly known species. In the food context, few species are known
for their positive role in the production of various food products, including cheese while others are spoiling
agents. The present study focused on the analysis of morphological and proteome differences of different
Mucor strains known as either technological or contaminant in the cheese industry or non-related (endophyte)
on two different media, a synthetic medium and a cheese-mimicking medium, with the aim to study adaptative
traits of technological strains to the cheese environment. This work was based on observations we did in a
recently published physiological study (Morin-Sardin et al., 2016). One of the important innovative aspect lies
in the use for the first time of an extensive 2-DE approach to compare proteome variations for 4 strains on two
different media. Results obtained offered an insight in the metabolic mechanisms associated with growth on a
given medium and represents an essential step point for more targeted studies.

2 media
(PDA vs cheese agar)

2-DE

M. racemosus M. lanceolatus

4 Mucor species
M. circinelloides M. endophyticus
i ' ; A Species-specific

adaptative response

PDA

Highlights

- 4 representative Mucor strains were compared in synthetic and cheese-mimicking media
- Differential morphologies and growth capacities were confirmed

- 209 proteins were differentially expressed according to the considered medium

- Main cellular processes changes were described, by homology with S. cerevisiae

- Adaptative response appears to be species-specific

103




Proteomic analysis of the adaptative response of Mucor spp. to cheese environment

Stéphanie MORIN-SARDIN?, Jean-Luc JANY?, Sébastien ARTIGAUD?, Vianney PICHEREAU?,
Benoit BERNAY3, Emmanuel COTON?, Stéphanie MADEC™.

Université de Brest, EA 3882 Laboratoire Universitaire de Biodiversité et d’Ecologie
Microbienne, IBSAM, ESIAB, Technopdle Brest-lroise, 29280 Plouzané, France 2 Université de
Brest, UMR 6539, Laboratoire des Sciences de [|'Environnement Marin, LEMAR
CNRS/UBO/IRD/Ifremer, Institut Universitaire Européen de la Mer, Université de Bretagne
Occidentale, 29280 Plouzané, France

3Plateforme Proteogen SFR ICORE, Université de Caen Basse-Normandie, 14032 Caen Cedex,

France

* Corresponding author: Stéphanie Madec

Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie Microbienne EA3882
Technopole Brest-lroise, 29280 Plouzané, France

Tel: +33 (0)2.90.91.51.00

Fax: +33 (0)2.90.91.51.01

stephanie.madec@univ-brest.fr

Running title: Adaptative response of Mucor spp. to cheese environment

104


mailto:stephanie.madec@univ-brest.fr

Abstract

In the cheese industry context, Mucor species exhibit an ambivalent behavior as some
species are essential technological organisms of some cheeses while others can be spoiling
agents. Previously, we observed that cheese technological species exhibited higher optimal
growth rates on cheese related matrices than on synthetic media [1]. This growth pattern
combined with morphological differences raise the question of the adaptation capacity to
cheese. In this study, using a comparative proteomic approach, we described the metabolic
pathways potentially implicated in the adaptative response of Mucor representative strains
(technological, contaminant and non-cheese related) to the dairy environment. Overall, 15.8
to 19.0% of the proteomes showed a fold change > 1.6 in Potato Dextrose Agar versus
Cheese Agar, a cheese mimicking-medium. 209 differentially expressed proteins were
identified by LC MS/MS. No common up-regulated proteins were found in the four species.
Network analysis showed that energy and amino-acid metabolisms, stress response and
proteasome were the most important pathways. Basal metabolisms seemed to be negatively
impacted on CA for species rarely or never encountered in cheeses compared to
technological ones. These results tended to confirm the better adaptative response of
technological strains to cheese environment and suggest that mechanisms involved could be
species-specific.

(199 words)

Key words: Mucor, cheese, technological species, proteome, adaptative response.
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1. Introduction

Belonging to the Mucoromycota phylum and Mucorales order, the Mucor genus is
composed of many basal coenocytic fungi species highly prevalent in the environment (soil,
air, dust) and on foodstuffs (meat, fruits, vegetables). A large number of these species are
considered as spoilers as they can generates defects as off-flavours [2,3], anomalous
textures [4,5] or discolorations [6,7,8], on a wide variety of food products. On the contrary,
other species (e.g. Mucor fuscus or Mucor lanceolatus) correspond to technological
microorganisms essential to obtain the typical aspect, texture and sensory qualities of many
fermented products like cheese or sufu [9,10,11,12,13,14]. These traits are associated with
the capacity of Mucor spp. to produce lipolytic and proteolytic enzymes [10,15].
Nevertheless, the precise mechanisms responsible for this technological potential are not
fully identified to date.

In a recent work focused on the effect of abiotic factors on Mucor spp. growth [1], we
observed that, contrary to contaminant or non-cheese Mucor, strains of Mucor belonging to
species regularly used for their cheese technological potential showed higher optimal
growth rates on cheese analog and cheese matrices compared to synthetic medium. The
preferential growth of technological Mucor on cheese could be due to adaptation of these
strains to dairy environment i) through genetic acquisition of key metabolic activities and/or
loss of functions events [16] in comparison to other Mucor species and/or ii) through a
better plasticity in gene expression leading to differential expression of proteins allowing for
a better use of the dairy substrate. Gene acquisition or loss mechanisms have already been
described in other fungal species only known from cheeses such as P. camemberti, F.
domesticum, Scopulariopsis flava and Sporendonema casei [16] but also in the yeast
Saccharomyces cerevisiae in which differentiation has been found according to different
food technological processes [17,18,19]. In addition, horizontal gene transfers can possibly
play a role in fungal adaptation [20] as shown for Penicillium species [21,22]. Concerning the
expression aspect, like other organisms, fungi react to environmental signals (e.g. nutriment
nature and concentration, pH, temperature) and modulate accordingly the expression of
their metabolic potential. In Aspergillus nidulans, for example, the adaptability to oxidative
stress was shown to be associated with expression shifts of genes related to signaling

pathways [23].
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In this context, global analysis of the proteome through high-resolution mass spectrometry
(MS) provides an in depth view of the molecular events that are differentially regulated
depending on the conditions and allows to build a bridge between genomics and
physiological behaviors [24]. The conventional approach involves protein extraction from the
organism of interest followed by digestion with a suitable endoprotease and subsequent
analysis by Liquid Chromatography (LC)-MS/MS. If such method was extensively used to
study animal cells [25,26], bacterial [27,28] and fungal [29,30] proteomes as well as Post-
Translational Modifications (PTMs) [31] in different contexts, its potential was rarely used in
Mucor for which only few works were published to date [32,33].

In this study, a proteomic approach was used for the first time to assess the adaptative
response of different Mucor to growth on cheese. Proteomes of technological, contaminant
or non-cheese related (outgroup) Mucor strains grown on synthetic or cheese analog media
were separated using 2-dimensional gel electrophoresis (2-DE). Proteins significantly up-
regulated in each assay were then identified by LC MS/MS coupled with database homology

searching and protein network analysis.

107



2. Materials and Methods

2.1. Mucor strains

Based on their known or proposed role in cheese production, 3 Mucor strains, M.
lanceolatus UBOCC-A-109153 (technological), M. racemosus UBOCC-A-109155 (technological
or contaminant), M. circinelloides CBS 277-49 (contaminant) as well as an outgroup M.
endophyticus CBS 385-95 (endophyte) were selected among those used in our previous
study [1]. These strains, originating from either the Université de Bretagne Occidentale
Culture Collection (UBOCC, France; http://www-tmp.univ-brest.fr/souchotheque/) or the
Centraal Bureau Voor Schimmelculture CBS (The Netherlands, http://www.cbs.knaw.nl)
were maintained in the dark at 25°C on Potato Dextrose Agar (PDA) medium (Difco
Laboratories, USA). Spore suspensions of each species were produced as previously
described by Morin-Sardin et al. [1]. Concentrations were adjusted to 107 to 108 spores.mL™

prior to storage at -80°C until use.

2.2. Growth media and preparation of cellophane films

The 4 selected Mucor strains were grown on synthetic (Potato Dextrose Agar PDA) and
cheese-mimicking (Cheese Agar -CA-) media. PDA medium was produced as described by
Sautour et al. [34] and exhibited an aw ranging from 0.992 to 0.993 and a pH of 5.6 £ 0.2. CA
medium, a synthetic preparation with an aw of 0.970 and a pH of 4.7 + 0.02 developed
especially for the growth of cheese related fungi [35,36], was prepared as described by
Morin-Sardin et al. [1]. After pouring growth media (25 mL) into 90 mm diameter Petri
dishes, a cellulose film was deposited on the surface of each medium ensuring that the film
was perfectly in contact with the medium surface. Cellophane sheets were previously cut to
a diameter slightly greater than that of the Petri dish, boiled for 20 to 30 min in distilled
water with EDTA at 0.37 g/L pH 8 and then autoclaved during 20 min at 121°C.

2.3. Spore inoculation and protein extraction

Spore suspensions were diluted into Potato Dextrose Broth solution (Difco Laboratories,
USA) to obtain a final concentration of 10° spores.mL™. The spore suspension (10 pL) was
deposited on the cellulose film in the center of the Petri dish containing either PDA or CA

media. Petri dishes were then stored in airtight boxes and incubated 7 days at 14°C during
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which the radial growth (in cm; [1]) and the morphological appearance were regularly
observed. Macroscopic observations were also done after 15 days of culture.

At the end of the incubation period, each mycelium was recovered and crushed manually
using a mortar in presence of liquid nitrogen. One hundred milligrams of the obtained
powder was homogenized 2 hours at 4 °C in 10 ml of 75 mM Tris—HCI (pH 7) containing 1
tablet of complete EDTA free protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) and 0.07% of DTT (GE Healthcare, Saclay, France). After centrifugation
(9000 rpm, 10 min, 4°C), the supernatants containing the solubilized proteins were
enzymatically treated by a nuclease mix (GE Healthcare) to remove the nucleic acids.
Samples were then precipitated at 4°C using a mixture of TCA/acetone with 20%
trichloroacetic acid and 0.14% DTT (1/1:v/v, overnight). After centrifugation (9000 rpm, 10
min, 4 °C), pellets were washed 4 times by adding 400 pl of a solution of Tris—HCI pH 8,8 (50
mM)/80% acetone containing traces of bromophenol blue, used as a pH indicator. Each
washing step was followed by centrifugation (9000 rpm, 10 min, 4 °C). The recovered pellets
were dried at room temperature and resuspended in 250 ul of Destreak rehydration solution
(GE Healthcare, Saclay, France) before being placed at 4°C during 6 h then transferred to
Eppendorf at -80° C for further analysis. Finally, protein concentrations were determined
using a modified Bradford assay [37] and all samples were adjusted to 1000 ug of proteins in

250 ul of Destreak containing 1% IPG buffer (pH 3—-10) (GE Healthcare, Saclay, France).

2.4. Two-dimensional electrophoresis

Prior to isoelectric focusing, IPG strips (pH 3-10, 13 cm, GE Healthcare, Saclay, France) were
passively rehydrated with 250 pl of protein solution for 16 h. Isoelectric focusing was
conducted using the following protocol: 250 V for 15 min, 500 V for 2 h, 1000 V for 1 h,
gradual voltage increase to 8000 V for 2 h 30, then 8000 V for 3 h, and final reduction to 500
V for a maximum of 20 h, all carried out at 20 °C (Ettan IPGphor 3, GE Healthcare, Saclay,
France). To prepare the second dimension, corresponding to a SDS-PAGE, strips were
incubated in equilibration buffer (50 mM Tris —HCI pH 8.8, 6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS
and 0.002% bromophenol blue) for two 15 min-periods, first with 1 g.I'* of DTT and then with
48 g-I"t of iodoacetamide [38]. IPG strips were then placed on top of a lab-cast 15 cm x 15 cm
SDS-PAGE gel containing 12% polyacrylamide, which were run in 10°C thermo-regulated

device (Multitemp IV thermostatic circulator, GE Healthcare, Saclay, France) at 10 mA per gel
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for 1 h and then 30 mA per gel until complete migration [39]. Gels were subsequently
stained with Coomassie Blue (PhastGel, GE Healthcare, Saclay, France) overnight and
unspecific coloration was destained by successive baths in a H,O/methanol/acetic acid:

70/30/7 solution.

2.5. Gel image analysis

The resulting gels were photographed and observed using G:BOX (SynGene). For image
analysis, 16-bit level images of the gels were captured in .tif format. A minimum of 6 gels per
condition were analyzed. Images were aligned and spots were detected and quantified with
the Progenesis SameSpots software (Nonlinear dynamics, v.4.5, Newcastle upon Tyne, UK)
using the automated algorithm. ANOVA statistical analyses using the statistics module of
SameSpot was done for spot selection by comparing abundance on synthetic medium PDA
versus CA. Significantly differentially expressed proteins at P < 0.02 and an absolute fold

change > 1.6 were targeted.

2.6. Mass spectrometry

Protein spots for which abundance changed between media were excised from gels and
prepared for analysis by MS. The excised spots were washed with milliQ water and
destained in 50 mM ammonium bicarbonate (BICAM 100 mM / acetonitrile (ACN) (1:1)), and
then dehydrated in 100% ACN. Gel pieces were vacuum-dried rehydrated with BICAM
containing 0.25 pg sequencing grade porcine trypsin (Promega, Madison, USA) and
incubated 20 h at 37 °C. Peptides were extracted from the gels by alternative washing with
50 mM BICAM and ACN, and with 5% formic acid and ACN as previously described [26,38].
Between each step, the supernatants were pooled (30 pL) and finally concentrated by
evaporation using a centrifugal evaporator (Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg,
Germany).

MS experiments were carried out on an AB Sciex 5800 proteomics analyzer equipped with
TOF TOF ion optics and an OptiBeam on-axis laser irradiation with 1000 Hz repetition rate.
The system was calibrated immediately before analysis with a mixture of Angiotensin |,
Angiotensin I, Neurotensin, ACTH clip (1-17), ACTH clip (18-39) and mass precision was
better than 50 ppm. After tryptic digestion, the dry sample was resuspended in 10uL of 0.1%

trifluoroacetic acid (TFA). A 1 pul volume of this peptide solution was mixed with 10 pL of
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alpha-cyano-4-hydroxy-cinnamic-acid (CHCA) matrix prepared in a diluant solution of 50%
ACN with 0.1% TFA. The mixture was spotted on a stainless steel Opti-TOF 384 targets; the
droplet was allowed to evaporate before introducing the target into the mass spectrometer.
All acquisitions were taken in automatic mode. A laser intensity of 3400 was typically
employed for ionizing. MS spectra were acquired in the positive reflector mode by
summarizing 1000 single spectra (5 x 200) in the mass range from 700 to 4000 Da. MS/MS
spectra were acquired in the positive MS/MS reflector mode by summarizing a maximum of
2500 single spectra (10 x 250) with a laser intensity of 3900. For the tandem MS
experiments, the acceleration voltage applied was 1 kV and air was used as the collision gas.
Gas pressure medium was selected as settings. The fragmentation pattern was used to

determine the sequence of the peptide.

2.7. Protein identification

Mass spectrometry data were analyzed using the Mascot 2.4.0 program (Matrix Science Ltd).
The variable modifications allowed were as follows: C-Carbamidomethyl, K-acetylation,
methionine oxidation, and dioxidation. “Trypsin” was selected as enzyme, and 3
miscleavages were also allowed. Mass accuracy was set to 300 ppm and 0.6 Da for MS and
MS/MS mode respectively. Three different public (M. circinelloides, 97356 entries) or in
house (M. lanceolatus, 17940 entries; M. racemosus, 3380 entries) databases were used.
Protein identification was considered as unambiguous when a minimum of two peptides
matched. All protein sequences were subjected to homology searches using the Blast
algorithm available on NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) and Uniprot (http://www.uniprot.org),
with default parameters. Assignment of information about the biological function of up-
regulated proteins identified was done using Blast2Go (https://www.blast2go.com, version
3.2.7) then network analysis was performed by homology with the Saccharomyces cerevisiae
proteome using the Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING)
algorithm (www.string-db.org, version 10.0). Venn diagram analysis was performed to
identify the common (intersection) and specific differentially expressed proteins using the

online tool of Venny2.0 (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.htm).
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3. Results and discussion

Mucor is a ubiquitous genus including species with different lifestyles and ecological niches.
Among the different Mucor species, plant endophytes, animal and human pathogens as well
as food related species (technological or spoilers) are encountered. Indeed, as shown by
Hermet et al. [11,12], several Mucor species are found among the major cheese associated
species either as culture adjuncts in some cheeses (e.g. Tommes or Saint-Nectaire), other
species being common contaminants (e.g.in goat cheeses). M. fuscus and M. lanceolatus
may be considered as technological species, whereas M. racemosus might be commonly
encountered in the cheese environment. The question of adaptation to the cheese
environment of the latter species is of interest. This question was reinforced by the recent
results obtained by Morin-Sardin et al. [1] who showed that, contrary to other Mucor
species (M. circinelloides, M. brunneogriseus, M. endophyticus, M. racemosus and M.
spinosus), the M. fuscus and M. lanceolatus technological species had a better growth on
Tomme than on any other media.

In order to investigate Mucor metabolisms involved in growth on a cheese medium
compared to a regular PDA medium, we chose a 2-DE approach to get an overview of
proteome changes between growth on PDA and on a cheese-mimicking medium (CA) in 4
strains representative of 4 Mucor species. PDA medium is characterized by its high
carbohydrate content (starch, sucrose, dextrose) and traces of B and C vitamins whereas CA
contains characteristic components of dairy products, lactose (0.65%), milk proteins (5.1%),
lanhydrous milk fat (6.7%), lactic acid (0.7%) and salt (1.95%). The 4 selected Mucor species
included: M. lanceolatus, a technological species first described by Hermet et al. [11] that
might be infeoded to cheese manufactures since it has not been described elsewhere; M.
racemosus, a species that has sometimes been described as technological [11,40] but most
often considered as a cheese spoiling agent, M. circinelloides sometimes encountered as a
dairy product contaminant [41,42] and involved in animal as well human mucormycosis
[43,44] and M. endophyticus, a plant endophyte, that to our best knowledge has never been

reported on cheese and therefore used as an outgroup.
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3.1. Radial growth and phenotypes
After 7 and 15 days of culture at 14 °C clear morphological differences in the mycelial
appearance were observed both between the various strains and for each strain when

comparing growth on PDA vs CA media (Figure 1).

PDA CA PDA CA

Figure 1. Mucor strains grown 7 days (left) and 15 days (right) at 14 ° C on potato dextrose
agar (PDA) and cheese agar (CA) media. (A) M. racemosus UBOCC-A-109155; (B) M.
lanceolatus UBOCC-A-109153, (C) M. circinelloides CBS 277-49, (D) M. endophyticus CBS 385-
95.
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Among the 4 tested species, M. racemosus UBOC-A-109155 mycelium was the one
presenting the weakest morphological differences between the 2 media. Its mycelium was
however denser on CA medium. M. lanceolatus UBOCC-A-109153 mycelium was greyish
yellow on PDA while it was anthracite grey on CA on which it produced a larger amount of
asexual spores. M. circinelloides CBS 277-49 mycelium displayed a very pale greyish yellow
color in PDA, while it produced an intense yellow-orange mycelium with a “toad skin”
appearance on CA. Finally, M. endophyticus CBS 385-95 produced high amounts of large
black zygospores in addition to asexual spores on PDA whereas its zygospore production was
strongly reduced on CA. M. lanceolatus UBOCC-A-109153 and M. racemosus UBOC-A-
109155 showed equivalent radial growth on CA and PDA whereas M. circinelloides CBS 277-
49 and M. endophyticus CBS 385-95 had a better development on PDA medium (+23.9 and

+51.7% respectively; Table 1).

Table 1. Radial Growth of Mucor strains tested after 7 days at 14 ° C on PDA and CA media.
Values represent the average radial growth (3 repetitions) and standard deviation (SD) in

cm.

Radial growth in mm

(SD)
Strain PDA CA
Mucor racemosus
UBOCC-A-109155 8,80 +£0,00 8,80 =+0,00
Mucor lanceolatus
UBOCC-A-109153 6,44 £0,05 6,00 +0,05
Mucor circinelloides
CBS 277-49 7,56 £0,07  6,10+0,11
Mucor endophyticus
CBS 385-95 8,48 £0,05 5,59 +0,04

Based on our recent observations [1], we can estimate that M. lanceolatus UBOCC-A-109153
and M. circinelloides CBS 277-49 were in exponential growth phase after 7 days in PDA and
CA at 14°C. M. endophyticus CBS 385-95 was also in exponential phase in CA while it just
reached its plateau phase in PDA. Finally, M. racemosus UBOCC-A-109155 was in stationary

phase in both media. These results were concordant with radial growth measurements
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performed by Morin-Sardin et al. [1], a study that also highlighted that i) M. lanceolatus had
a better optimal growth rate on cheese compared to PDA, ii) M. racemosus, had the highest
growth rate of all the species tested whatever the medium used and iii) M. circinelloides,
and M. endophyticus had lowered optimal growth rates on cheese or CA compared to PDA
and M. endophyticus exhibited a long lag phase in comparison to the other species. The
obtained results confirmed the impact of the medium on fungal physiology both in terms of
growth rate and morphology. The ability of the fungus to grow better in a given environment
raises once again the question of its adaptation, both in terms of evolutive adaptation and

adaptative response.

3.2. Differentially expressed proteins

Consensus 2-DE gels obtained using SameSpots for each strain on PDA medium yielded gels
including from 483 to 586 protein spots (Supplementary Figure 1). These consensus 2-DE gel
were used as references to select from 83 (M. circinelloides CBS 277-49) to 103 (M.
endophyticus CBS 385-95) protein spots (i.e. 15.8 to 19.0% of the proteomes) with a fold
change equal or superior to 1.6 on a medium relatively to the other. After trypsin digestion
and MALDI TOF-TOF analysis (Supplementary Tables 1 to 8), 209 proteins were identified
using sequence similarity search on Mucor genome databases. When analyzing M.
circinelloides CBS 277-49 and M. endophyticus CBS 385-95 proteomic data, 100% of the
sequences were successfully identified using the M. circinelloides CBS 277-49 public
database. The latter database was also used for the analysis of M. lanceolatus UBOCC-A-
109153 and M. racemosus UBOC-A-109155 datasets, with 82.4 and 90.7% of successful
sequence identifications respectively, while specific databases (for which expert annotations
are in progress) yielded only 18.6 and 9.3% of sequence match. Some proteins were
identified several times in different spots that may correspond to different isoforms or post-
translationally modified forms of a single protein.

Number of up-regulated proteins was higher on PDA than on CA media for M. circinelloides
CBS 277-49 (+95.0%), M. endophyticus CBS 385-95 (+40.9%) and M. racemosus UBOC-A-
109155 (+25.0%) (Table 2). For M. lancelolatus UBOCC-A-109153, more up-regulated
proteins were observed on CA than on PDA (+38.9%).

On PDA medium, 35.9 to 45.2% and 20.0 to 32.3% of the up-regulated proteins were

respectively found involved in energy and amino-acid metabolisms, whatever the considered
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strain (Figure 2). More proteins involved in these metabolic pathways were identified for M.
circinelloides CBS 277-49 and M. endophyticus CBS 385-95 on PDA and for M. lancelolatus
UBOCC-A-109153 (energy metabolism) and M. racemosus UBOC-A-109155 (amino-acid
metabolism) on CA (Figure 2). One might hypothesize that those basal metabolisms could be
significantly affected on CA for species rarely or never encountered in cheeses such as M.
circinelloides and M. endophyticus compared to M. lanceolatus and M. racemosus often
reported in cheeses. This hypothesis might be supported by the fact that the proportion of
stress related proteins was significantly higher on CA vs. PDA for M. circinelloides CBS 277-49
and M. endophyticus CBS 385-95 (25 vs 12.8% and 27.3 vs 0% respectively) which can be
considered as “non cheese” related species, whereas it was more balanced in M.
lancelolatus UBOCC-A-109153 (16.7% in PDA and 20.0% in CA) and M. racemosus UBOC-A-
109155 (6.7% in PDA and 4.2% in CA). Noteworthy, stress related proteins were observed for
all the species on both media, except for M. endophyticus on PDA. The temperature used in
our study is representative of the ripening conditions observed for semi soft cheese like
Tomme de Savoie but does not correspond to the optimum for Mucor strains; this might
partly explain the stress markers observed even on PDA medium that can be considered as a
consensual medium. Indeed, optimal growth temperature in PDA are 24.5 +0.2 for M.
lanceolatus UBOCC-A-109153, 25.7 +0.3 for M. racemosus UBOCC-A-109155, 26.3 +0.8 for
M. endophyticus CBS 385-95 and 29.2 +0.4 for M. circinelloides CBS 277-49 [1]. Among other
stress factors, the adverse effect of chloride ions associated to the concentration of NaCl in
the CA medium can be cited [1]. Details of proteins identified on each media for each strain
are given (Supplementary Tables 1 to 8).

Whatever the medium, PDA or CA, no proteins were found commonly up-regulated in the 4
studied species, nor in the 3 species that could be found in cheeses. However, M.
circinelloides CBS 277-49 and M. endophyticus CBS 385-95 showed 9 common proteins,
whose one, named THOP1 (the homolog of the PRD1 zinc metalloendopeptidase of S.
cerevisiae), is up-regulated on CA (Figure 3). There are very few publications on the role of
this enzyme in adaptation mechanisms but this protease, found in the cytoplasm and the
intermembrane space of mitochondria, could have a role in proteolytic processing of
mitochondrial protein precursors and in cytoplasmic proteins regulation or turnover, in

relation to adaptation to cheese medium.
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Table 2. Synthetic results of the proteomic analysis in PDA and CA. From the consensus-reference 2-DE obtained in PDA, only protein spots
with a fold change > 1.6 and an Anova score < 0,02 were sampled. Protein identification using nano LC-MS/MS was considered as unambiguous
when a minimum of two peptides matched. For each Mucor strains, the corresponding number of proteins up-regulated in PDA and in CA and

the proportion of homology with proteome of Saccharomyces cerevisiae were indicated.

Strain Global analysis PDA CA
Total nb of Spots up- Nb of spot up- Nb of spot  Corresponding % of homology Nb of spot  Corresponding % of homology
spots on PDA regulated in regulated up-regulated  nb of protein with S. up- nb of protein with S.
consensus 2-  PDA or CA (%) identified (%) cerevisiae (nb) regulated cerevisiae (nb)
DE
M. racemosus 483 92 (19,0%) 75 (81,5%) 41 30 80.0% (24) 34 24 87.5% (21)
M. lanceolatus 571 90 (15,8%) 66 (73,3%) 31 18 100.0% (18) 35 25 76.0% (19)
M. circinelloides 494 83 (16,8%) 78 (94,0%) 51 39 89.7% (35) 27 20 70.0% (14)

M. endophyticus 586 103 (17,6%) 70 (68,0%) 41 31 90.3% (28) 29 22 86.4% (19)
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Figure 2. Functional repartition of the up-regulated proteins identified on potato dextrose agar (PDA) (black bars) and cheese agar (CA) (white
bars) media and for: (A) M. racemosus UBOCC-A-109155, (B) M. lanceolatus UBOCC-A-109153, (C) M. circinelloides CBS 277-49 and (D) M.

endophyticus CBS 385-95. Proportion (%) of up-regulated proteins is given per family.
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Figure 3. Numbers of upregulated proteins in: M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (M, blue
set), M. racemosus UBOCC-A-109155 (Mr, red set), M. circinelloides CBS 277-49 (Mc, green
set) and M. endophyticus CBS 385-95 (Me, yellow set) on potato dextrose agar (PDA)
compared to cheese agar (CA): PDA and on cheese agar (CA) compared to potato dextrose

agar (PDA): CA.

Interestingly, on the other hand, the comparison of the cheese strains M. lanceolatus
UBOCC-A-109153 and M. racemosus UBOCC-A-109155 outlines 4 common proteins whose
one, named EF-2 Elongation factor 2 (the homolog of the elongation factor 2 EFT1 of S.
cerevisiae) is up-regulated on CA. In a recent publication, the authors related the central role
of EF-2 in the thermal adaptation of Archaea [45]. Considering M. racemosus UBOCC-A-
109155 growth is lower on CA, we can hypothesize that EF-2 could play a key role in the

adaptation of M. racemosus to cheese environment. We also noted 6 common proteins
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between M. racemosus and M. circinelloides with two of them being up-regulated on CA (i.e.
GLYC2 a serine hydroxymethyltransferase (the homolog of the S. cerevisiae SHM2) and PHS1
a glycogen phosphorylase (the homolog of the S. cerevisiage GPH1)) required for the
mobilization of glycogen in providing energy for metabolism. The latter enzyme could be up-
regulated to bring enough nutrient to satisfy the growth of these two Mucor and could
represent an interesting potential adaptation marker of cheese and non-cheese species.
Therefore, a majority of the up-regulated proteins were specific to a given species (52 over
80 for PDA and 61 over 75 for CA) with a maximum of up-regulated specific proteins for M.
racemosus. These results could be representative for the diversity of adaptation mechanisms
developed by different species within the Mucor genus. It is nevertheless surprising not
identify common up-regulated proteins for technological strains which could be associated

to a part of the core proteome.

3.3. Network analysis
Overall, 178 of 209 proteins (85.2%) with homology to Saccharomyces cerevisiae proteins
were used for a network analysis using STRING DB for each Mucor strain and media (Table 2,

Figure 3).

3.3.1. Mucor racemosus

A total of 24 up-regulated and 30 down-regulated proteins were identified on CA versus PDA
for Mucor racemosus UBOC-A-109155.

Among the up-regulated proteins on PDA medium, 24 of the 30 (80%) showed homology
with S. cerevisiae. The string analysis (Figure 4A) shows 6 interaction clusters especially
emphasizing an increase of glycolysis proteins, protein degradation and structural proteins.
Concerning the glycolysis pathway, 3 important nodes were observed with the 3-
phosphoglycerate kinase (PGK1), the triose phosphate isomerase (TPI1), which is an
abundant glycolytic enzyme [46], and the fructose 1,6-bisphosphate aldolase (FBA1),
required for glycolysis and gluconeogenesis [47]. The 6-phosphogluconate dehydrogenase
(GND2), known to be involved in acetaldehyde synthesis [48] and the NADPH regenerating
reaction in the pentose phosphate pathway [49], as well as the aconitase (ACO1) required
for the TCA cycle [50], also appeared as major nodes. The difference with CA up-regulated

proteins was the presence of the actin (ACT1) and 2 other proteins linked to protein
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degradation: the SCL1 corresponded to the 20S proteasome alphal subunit and BMH2, the
ubiquitin regulatory X domain-containing protein that is involved in protein degradation
through the ubiquitin/proteasome pathway (cluster 1, Figure 4B).

Among the up-regulated proteins on CA, 21 proteins (87.5%) showed homology with S.
cerevisiae. With the string analysis, 7 interaction clusters were observed especially
highlighting an increase of protein and purine synthesis, protein turnover, AMP synthesis,
glutathione regulation and energy metabolism with glycolysis, fermentation and pentose
phosphate pathways representative proteins (Figure 4B). Two clusters involved in protein
synthesis were also identified. Cluster 6 (Figure 4B) includes the ASC1 ribosomal protein,
recently shown to have an essential role in the efficient translation of short mRNAs that
encode small proteins playing important housekeeping roles in cells by forming the
structural units of ribosomes, for example [51]. ASC1 is linked with the elongation factor 1
(EFT1) known as an essential protein catalyzing ribosomal translocation during protein
synthesis [52] and a S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase (SAH1), which plays a key role in
purine synthesis [53]. SAH1 is linked with an adenylate kinase (ADO1), itself linked with the
ADE12 adenylosuccinate synthase, both catalyzing the biosynthesis of AMP [54]. The second
cluster, cluster 4 (Figure 4B), contains 2 proteins with a role in protein biosynthesis: the
PUT2 mitochondrial protein involved in proline utilization and a glutamate deshydrogenase
(GDH3) that synthetizes glutamate from ammonia [55]. Cluster 2 (Figure 4B) combines the
alanine glyoxylate aminotransferase (AGX1) described in glycine biosynthesis [56]; the
metallo-di-peptidase (DUG1) associated with the regulation and homeostasis of glutathione
and known to be an anti-oxidant [57,58]; and the cytosolic serine hydroxymethyltransferase
(SHM2), a major isoform which catalyzes the synthesis of glycine and 5,10-methylene
tetrahydrofolate (5,10-met-THF) from serine and tetrahydrofolate. In turn, 5,10-met-THF
and its oxidized or reduced derivatives are required for one-carbon transfer reactions
involved in purine, amino acid and de novo thymidylate (dTMP) synthesis [59,60]. String
analysis also highlighted the presence of the PEP4 protease (cluster 4, Figure 4B), an
important factor in protein turnover after oxidative damage [61]. Concerning energy
metabolism, 2 clusters emphasized important players in glycolysis: cluster 5 (Figure 4B)
showed the GPH1 glycogen phosphorylase required for the mobilization of glycogen [62] and
the PGK1, a key enzyme in glycolysis and gluconeogenesis [63]; cluster 1 (Figure 4B)
highlighted the 3 proteins LSC1, GAL10 and the important node MDH1 which is a
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mitochondrial malate dehydrogenase involved in TCA cycle [64]. The glucose-6-phosphate 1-
epimerase YMR099C is also connected with carbohydrate metabolism. Moreover, 2 other
proteins, an isoform of pyruvate decarboxylase PDC6, needed for normal growth in
galactose and ethanol medium in yeasts [65], and the previous GND2, also appeared as
major nodes in cluster 3 (Figure 4B).

Overall, for this species, there was no significative metabolic differences between the 2

media, thus confirming the observed morphological similarities.

3.3.2. Mucor lanceolatus

In M. lanceolatus UBOCC-A-109153, 18 proteins were found up-regulated on PDA compared
to CA whereas 25 proteins were up-regulated on CA vs PDA.

All of the 18 up-regulated proteins detected on PDA medium showed homology with S.
cerevisiae proteins and the String analysis (Figure 4C) revealed 5 interaction clusters. For the
first one, cluster 5 (Figure 4C), which corresponded to the carbon metabolism (glycolysis and
neoglucogenesis), glutamine-fructose-6-phosphate amidotransferase (GFA1) is involved in
the first step of chitin biosynthesis (formation of glucosamine-6-P and glutamate from
fructose-6-P and glutamine) [66]. This protein, essential in cell wall biogenesis, is linked with
the biosynthesis process cluster (cluster 3, Figure 4C), particularly with the cytosolic SHM2
protein described previously. Within cluster 5 (Figure 4C), UGP1, PGM2, ALD4 are other up-
regulated proteins belonging to the Krebs cycle [67,68] with cluster 1 (Figure 4C) LSC1 and
IDP1 (Mitochondrial NADP-specific isocitrate dehydrogenase). LSC1 is a mitochondrial
enzyme of the TCA cycle catalyzing the nucleotide-dependent conversion of succinyl-CoA to
succinate [69] and IDP1 is involved in the oxidation of isocitrate to alpha-ketoglutarate and
may regulate flux through the tricarboxylic acid cycle and respiration [70]. MET6 (cobalamin-
independent methionine synthase) and TKL1 (transketolase) catalyze conversion of xylulose-
5-phosphate and ribose-5-phosphate to sedoheptulose-7-phosphate and glyceraldehyde-3-
phosphate in the pentose phosphate pathway; reactions leading to aromatic amino acid
synthesis (cluster 2, Figure 4C) [71]. Cluster 3 (Figure 4C) corresponded to stress proteins
(SSB2, SSA3) essential in the ability of cells to maintain proteostasis [72] but also ATPases

and EFT1 while cluster 4 (Figure 4C) is dedicated to cell metabolism and structure.
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Figure 4. String network analysis of proteins up-regulated in Mucor racemosus UBOCC-A-109155 grown on: (A) potato dextrose agar (PDA) and
(B) cheese agar (CA) and in Mucor lanceolatus UBOCC-A-109153 grown on: (A) potato dextrose agar (PDA) and (B) cheese agar (CA). The
network analysis was carried out using the interactions known in Saccharomyces cerevisiae, using the following parameters: (i) textmining,
neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-occurrence and co-expression active interaction sources; (ii) medium confidence as the
minimum required interaction source; (iii) no predicted interactors shown. For network edges, line colors indicate the type of interaction

evidence. Cluster numbers appear in black discs.
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Finally, PYC2 (Pyruvate carboxylase isoform) is a cytoplasmic enzyme that converts pyruvate
to oxaloacetate.

In CA medium, 19 of the 25 up-regulated proteins (76%) showed homology with S. cerevisiae
and 6 interaction clusters were detected (Figure 4D). The major cluster (cluster 2, Figure
4D), which corresponded to stress proteins (SSA2) with ATPases (SSA3; SSB2), elongation
factor (EFT2) and ATP synthase (ATP2), is linked with mitochondrial aldehyde dehydrogenase
(ALD4) corresponding to the alcohol fermentation cluster (cluster 6, Figure 4D). Peptidase
cluster (cluster 1, Figure 4D) including the DUG1 metallo dipeptidase, an enzyme playing an
important role in glutathione (GSH) degradation [73] and the cystathionine gamma-lyase
CYS3 [74], is also connected with cluster 2 (Figure 4D). FBA1, required for glycolysis and
gluconeogenesis (cluster 3, Figure 4D) with phosphoglucomutase PGM3 [47,75], is
connected with the stress proteins, PDA1 and PCK1 in the TCA cycle (cluster 4, Figure 4D)
and with ALD4 inside the alcohol fermentation cluster (cluster 6, Figure 4D). The last cluster
(cluster 5, Figure 4D) is dedicated to amino acid biosynthesis with 2 saccharopine
dehydrogenases (LYS1 and LYS9) [76]. Three proteins are not grouped but were found to be
up regulated on CA compared to PDA: FRA1, a protein involved in negative regulation of
transcription of iron regulon in response to decreased mitochondrial iron-sulfur cluster
synthesis [77]; SGA1, an intracellular sporulation-specific glucoamylase with a role in
glycogen degradation [78]; and GDI1 (GDP dissociation inhibitor) which regulates vesicle
traffic in secretory pathways by controlling the GDP/GTP exchange reaction [79].

The obtained results showed a few differences in activated proteins related to carbohydrate
catabolism. Indeed, M. lanceolatus was engaged in TCA cycle on PDA while glycolysis was
activated on CA. But overall the metabolic pathways (amino acid biosynthesis, stress
proteins linked to turnover proteins) involved in the maintenance of the main biological
fungal functions were similar. Consequently, as expected, the technological species M.
lanceolatus appeared well adapted to the cheese medium as confirmed by its dense aspect

and sporulation observed during its growth on CA.
3.3.3 Mucor circinelloides

In M. circinelloides CBS 277-49, 39 proteins were found up-regulated on PDA compared to

CA whereas 20 proteins were up-regulated on CA vs PDA.
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Figure 5. String network analysis of proteins up-regulated in Mucor circinelloides CBS 277-49 grown on: (A) potato dextrose agar (PDA) and (B)
cheese agar (CA) and in Mucor endophyticus CBS 385-95 grown on: (A) potato dextrose agar (PDA) and (B) cheese agar (CA). The network
analysis was carried out using the interactions known in Saccharomyces cerevisiae, using the following parameters: (i) textmining,
neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-occurrence and co-expression active interaction sources; (ii) medium confidence as the

minimum required interaction source; (iii) no predicted interactors shown. For network edges, line colors indicate the type of interaction

evidence. Cluster numbers appear in black discs.
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A major part of the up-regulated proteins on PDA were found to be involved in energy
metabolism. The String analysis showed strong interactions between enzymes involved in
the different energy metabolism pathways (Figure 5A). Enzymes from different pathways
being grouped in single clusters. Indeed, clusters 2, 4 and 9 (Figure 5A) include enzymes such
as PGK1 (glycolytic 3-phosphoglycerate kinase), TDH3 (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), ENO1 (enolase-1) and PGI1 (phosphoglucose isomerase) that participate to
the glycolysis/neoglucogenesis; TKL1 (transketolase 1), ZWF1 (glucose-6-phosphate
dehydrogenase), GND2 (6-phosphogluconate dehydrogenase), and NQM1 (transaldolase)
which are involved in the Pentose Phosphate pathway. Up-regulated enzymes of the
pyruvate dehydrogenase enzyme complex such as PDA1 and PDB1 (cluster 5, Figure 5A) and
LPD1 (dihydrolipoamide dehydrogenase) in combination with glycolysis and Pentose
Phosphate pathways feed the TCA cycle that involves two proteins that were found
upregulated on PDA in M. circinelloides: MDH1 (a mitochondrial malate dehydrogenase) and
IDH2 a subunit of the mitochondrial NAD+ dependent isocitrate dehydrogenase within the
cluster 9 (Figure 5A) [80,81]. Interestingly, GLC3 a glycogen branching enzyme was found
upregulated possibly leading to glycogen accumulation in M. circinelloides on PDA. Clusters
6, 8 and 10 (Figure 5A) include different upregulated proteins implicated in the amino acyl
metabolism. These aminoacyl biosynthesis enzymes including ARG1 (arginosuccinate
synthetase), AGX1 (alanine glyoxylate aminotransferase) or purine biosynthesis enzymes
ADEG6 (formylglycinamidine-ribonucleotide-synthetase), ADE12 (adenylosuccinate synthase),
ADE13 (adenylosuccinate lyase), ADE17 (enzyme of “de novo” purine biosynthesis containing
both 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide transformylase and inosine
monophosphate cyclohydrolase activities) and PUT2 (cluster 8, Figure 5A), a mitochondrial
protein involved in proline utilization [65, 82]. On the non-limiting PDA medium, glucose
breakdown, carbon storage under the form of glycogen and aminoacyl synthesis were more
important than on CA. PEP4 (cluster 7, Figure 5A) a vacuolar aspartyl protease found over
expressed on PDA may be involved in a proteasome facilitating the protein turnover. It might
also play a role in response to oxidative stress that may occur on PDA given the fact that
several stress related proteins such as GLR1 (cluster 4, Figure 5A) (cytosolic and
mitochondrial glutathione oxydoreductase), SOD1 (cytosolic copper zinc superoxide

dismutase) and HSP31 (cluster 1, Figure 5A) (possible chaperone and cysteine protease with
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similarity to E.coli Hsp31) were found overexpressed. Another cluster (cluster 3, Figure 5A)
showed the overexpression of enzymes participating to alcohol fermentation; i.e. ADH7
(alcohol deshydrogenase), SFA1 (bifunctional enzyme with a alcohol dehydrogenase activity)
and PDC6 (pyruvate decarboxylase) allowing for the optimal use of carbohydrates.

On CA the main cluster (cluster 1, Figure 5B) of overexpressed proteins includes proteins
involved in stress response: i.e. SSA3 a cytoplasmic ATPase involved in protein folding in
response to stress and OYE2 a conserved NADPH oxydoreductase containing flavin
mononucleotide that may be involved in oxidative stress response. Cluster 1 also includes
BMH2 (14-3-3 protein minor isoform) and ACT1 (Actin) that also may play a role in stress
signaling and response. PRD1 a zinc metalloendopeptidase may also be involved in stress
response. Interestingly the overexpression on CA vs PDA of DAL1 (allantoicase) might be
consistent with the mobilization of secondary nitrogen sources when primary sources are
limiting and the overexpression of GPH1 (cluster 2, Figure 5B), a glycogen phosphorylase
may indicate a remobilization of glucose from glycogen. Thus, CA would be more limiting for
M. circinelloides than PDA. Noteworthy, FRA1 a protein playing a role in the regulation of
siderophore and ionic iron transporters [77,83] was also found up-regulated on CA.

Finally, the comparison of networks for M. circinelloides between PDA and CA media
showed very different up-regulated proteins profiles. Indeed, on CA the stress response was
more important with overexpression of structural proteins such as actin, of stress proteins
such as SSA3. Moreover, very different basal metabolic pathways were observed between
the two media. On CA aminoacyl metabolism and glycolysis were deregulated whereas
purine degradation enzymes and glycogen mobilization were up-regulated. The lowered
metabolic activity on CA could be related to the observed lower growth of this species on

cheese.

3.3.4. Mucor endophyticus

In M. endophyticus CBS 385-95, 31 proteins were found up-regulated on PDA compared to
CA whereas 22 proteins were up-regulated on CA vs PDA. A total number of 28 of the 31 up-
regulated proteins on PDA medium (90.3%) showed homology with S. cerevisiae proteins
and the String analysis (Figure 5C) revealed five interaction clusters. The major cluster
(cluster 2, Figure 5C) corresponded to the carbon metabolism (glycolysis and

neoglucogenesis) and included 12 proteins (43% of the proteins homology) among which
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ENO1, FBA1, PGI1 and PCK1 (glycolytic enzyme phosphoglucose isomerase). It also contains
proteins involved in the TCA cycle like MDH1 mitochondrial malate dehydrogenase and in
the pentose-phosphate pathway like the NQM1transaldolase [84]. This cluster is linked with
a glucose metabolism cluster (cluster 4, Figure 5C) composed by glycogen branching enzyme
(GLC3) [85], UDP-glucose pyrophosphorylase “UGPase” (UGP1) [86], and hexokinase
isoenzyme 1 (HXK1) [87]. Proteasome cluster (cluster 5, Figure 5C) includes the alphal
(SLC1), alpha 6 (PRES5) and beta 6 (PRE7) subunits of the 20S proteasome. These proteins are
essential for the regulated turnover of proteins and for the removal of misfolded proteins
[88]. PRE7 is linked with a multifunctional enzyme of the peroxisomal fatty acid [-pxidation
pathway (FOX1). Cytosolic serine  hydroxymethyltransferase  (SHM2), uracil
phosphoribosyltransferase (FUR1) and cobalamin-independent methionine synthase (MET6)
contribute to the generation of precursors for purine, pyrimidine, amino acid and lipid
biosynthesis. These 3 proteins are linked with the carbon metabolism cluster (cluster 2,
Figure 5C) and with the BMH1 and BMH2 14-3-3 proteins (cluster 1, Figure 5C) which control
proteome at post-transcriptional level, bind proteins and DNA and are involved in regulation
of many processes including exocytosis, vesicle transport and rapamycin-sensitive signaling
[89]. FUR2 has great interaction with the cluster 3 (Figure 5C) composed of the MEU1
methylthioadenosine phosphorylase, an enzyme catalyzing the initial step in the methionine
salvage pathway and affecting polyamine biosynthesis [90], and the SPE3 spermidine
synthase, involved in biosynthesis of spermidine (required for growth) and also in
biosynthesis of pantothenic acid [91]. Two proteins are not grouped, one of unknown
function which has sequence and structural similarity to flavodoxins (YCP4) and
aminopeptidase (YDRA15C); and two other with no counterpart with S. cerevisiae: an
extracellular elastinolytic metallo proteinase and a nicotinamidase family protein.

For M. endophyticus in CA, 19 of the 22 up-regulated proteins (86.3%) showed homology
with S. cerevisiae. Six interaction clusters were detected by String analysis (Figure 5D). Two
major clusters (clusters 2 and 3, Figure 5D) were associated with glycolysis and
gluconeogenesis with FBA1, ENO1 and TDH3, they are also linked to stress proteins among
which ATPases (HSP60; SSE1) and the SOD1 cytosolic copper-zinc superoxide dismutase.
These 2 clusters are associated with the biosynthesis of amino acids with the saccharopine
dehydrogenase (LYS9) [92] and lysyl-tRNA synthetase (KRS1) [93], respectively. ENO1 is

linked with a mitochondrial aldehyde dehydrogenase (ALD4) and a glycogen branching
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enzyme (GLC3) corresponding to the alcohol fermentation cluster (cluster 1, Figure 5D) with
alcohol dehydrogenase (ADH4). ENO1, also named enolase, is a metalloenzyme known to
catalyze the conversion of 2-phosphoglyceric acid to phosphoenolpyruvic acid in the
glycolytic pathway. Many studies showed its implication in stress responses, in particular in
high temperature adaptation, glucose deprivation, and promotion of anaerobic metabolism
upon hypoxic stress, exerting a protective effect on cells [94,95]. In fungi, it has been also
shown to play an important role in mycelium formation and germination tubes formation
[96]. ALD4, ENO1 and FBA1 are linked with isocitrate lyase (ICL1), enzyme catalyzing the
formation of succinate and glyoxylate from isocitrate, a key reaction of the glyoxylate cycle,
which operates as an anaplerotic route for replenishing the tricarboxylic acid cycle [97]. The
expression of ICL1 is required for growth on ethanol or acetate, but dispensable when
fermentable carbon sources are available. ICL1 (cluster 5, Figure 5D) is linked with the DAL7
malate synthase, involved in the degradation of allantoin (purine catabolism) [98].
Proteasome cluster (cluster 4, Figure 5D), including alpha 7 subunit of the 20S proteasome
(PRE10) and zinc PRD1 metalloendopeptidase, is essential for the regulated turnover of
proteins and for the removal of misfolded proteins. A protein (FRA1) playing a role in the
regulation of iron uptake and metabolism [77] was found to be up-regulated on CA
compared to PDA. It is connected with 2 aminopeptidases, LAP2 and AP4, (cluster 6, Figure
5D) and one ungrouped protein, DUG1 (Cys-Gly metallo-di-peptidase) [57].

Finally, M. endophyticus seems to express a more important metabolic activity on PDA
medium, with the activation of the major carbon catabolism pathways, amino-acid
biosynthesis, proteome regulation and turnover, while on CA, less proteins were up
regulated. This is consistent with the growth follow-up that showed a much slower growth

on cheese medium associated with lower mycelium density and sporulation on this medium.

3.3.5. Proteins without homology with S. cerevisiae proteome

Overall, several differentially expressed proteins (14.8%) did not share homology with S.
cerevisiae (Supplementary Tables 1 to 8). Among them, a glycoside-hydrolase strongly up-
regulated in CA (fold from 2.2 to 4.3) in M. circinelloides CBS 277-49 could be involved in
proper conidial cell wall assembly and thus segregation of conidia during conidiation [99]. In
M. lanceolatus UBOCC-A-109153, a trehalose synthase was particularly overexpressed in CA

(fold of 5.2). Petitjean et al. [100] recently showed that this protein is endowed with a
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regulatory function in energy homeostasis, which is essential to withstand adverse
conditions and maintain cellular integrity. The M factor transporter Mam1 (fold 3.6) seems
to be of interest for M. endophyticus CBS 385-95, the only one among the 4 strains used in
this study able of sexual sporulation, in CA because this protein was reported as responsible
for the secretion of the mating pheromone in Schizosaccharomyces pombe [101]. Still in M.
endophyticus, the DNA mismatch repair protein MutT (fold 4.2 in CA) belongs to a protein
family which is believed to eliminate toxic nucleotide derivatives from the cell and regulate
the levels of important signaling nucleotides and their metabolites [102]. Numerous other
proteins are unknown or were assigned to functions which make their role difficult to

determine.

3.4. Conclusion

The objective of the present study was to compare 4 different species of Mucor, in order to
better understand the metabolic pathways brought into play for growth on a cheese-related
environment. Morphological observations of the 4 strains representative of technological,
contaminant or non-cheese related Mucor species used in this study confirmed the apparent
adaptation of the technological strain M. lanceolatus UBOCC-A-109153 to the cheese
environment. A 2-DE approach allowed identifying 209 cellular proteins up or down-
regulated in CA or PDA, with a particular high number of overexpressed proteins for this
technological strain in CA. Despite the complexity of the two tested conditions we obtained
an interesting overview of compared metabolisms (CA vs PDA) of the four Mucor species.
None of the species displayed the same proteome shifts between the two media. Our results
clearly showed that the adaptative response of the four Mucor strains to cheese
environment involves different protein actors but common metabolic pathways. These
specificities may be linked to different abilities in terms of adaptability to the tested media,
with metabolisms that appeared overall more intense on PDA than CA for M. circinelloides
and M. endophyticus, quite similar between the two media for M. racemosus, and more
active on CA for the technological species M. lanceolatus. These observations are
concordant with the growth follow up and the previous study by Morin-Sardin et al. [1).
Proteome comparison among species on a given medium rather than for a given species
among media would allow revealing whether or not differences in terms of protein

production regulation among species occur. The better adaptation to cheese of M.
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lanceolatus and to a lesser extent of M. racemosus may imply the occurrence of specific
proteins produced by genes acquired through an adaptation/domestication process or
advantageous regulation of certain protein production that might also be due to gene
regulation evolutive adaptation. In this context, a comparative genomic approach would be

of interest to appreciate these various aspects of Mucor adaptation to a given environment.
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Supplementary figures and tables

Supplementary figure 1. Consensus bi-dimensional protein gels (pH 3—10, SDS-PAGE 12%)
obtained for M. racemosus UBOCC-A-109155 (A), M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (B), M.
circinelloides CBS 277-49 (C), M. endophyticus CBS 385-95 (D) in PDA and CA media. Arrows
correspond to protein spots differentially expressed (fold >1.6; p value < 0.02) and excised
for mass spectrometry analysis. A minimum of 6 repetition was done for each strain and

medium.
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Supplementary Figure 1C.
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Supplementary Figure 1D.
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Supplementary Table 1. Identification of the protein spots showing significant up-regulation

in PDA for

Crosses indicate the absence of homology with S. cerevisiae proteins.

M. racemosus UBOCC-A-109155.

Spot_id Accession Blast accession Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass  Coverage fpeptides Anova(p)  Fold  Average Normalised Volumes
SWISSPROT UNIPROT PDA cA

53 jgi|Mucci2|112650| Genemark18413 g gi|51701707|sp|093918.1  PYC_ASPTE: Pyruvate carboxylase; Pyruvic carboxylase PYC2: Pyruvate carboxylase isoform, cytoplasmic enzyme that converts pyruvate to oxaloacetate 12594 12984553 364 4 3,66€-07 36 1,87E+06 5,216+05
55 jgilMucci2|112650| Genemark18413 g gi|51701707|sp|093918.1  PYC_ASPTE: Pyruvate carboxylase; Pyruvic carboxylase PYC2: Pyruvate carboxylase isoform, cytoplasmic enzyme that converts pyruvate to oxaloacetate 30318 12984553 7,37 8 9,37€-09 47 7,75€406 3,75E405
58 jgilMucci2|108684| Genemark1.4447_g  gi|51701713|sp|QOHES8.L  PYC_ASPNG: Pyruvate carboxylase; Pyruvic carboxylase PYC2: Pyruvate carboxylase isoform, cytoplasmic enzyme that converts pyruvate to oxaloacetate 23300 12944756 7,99 8 1,216-06 27 9,27€+06 3,46E405
61 jgilMucci2|108684| Genemark1.4447_g  gi|51701713|sp|QOHES8.L  PYC_ASPNG: Pyruvate carboxylase; Pyruvic carboxylase PYC2: Pyruvate carboxylase isoform, cytoplasmic enzyme that converts pyruvate to oxaloacetate 27739 12944756 7,74 8 6,40E-07 37 5,54E405 1,50E+05
133 jgilMucci2| 127537| gw1.01.1747.1 £i74670431|sp| Q4WLN1.1  ACON_ASPFU: Aconitate hydratase, mitochondrial; Aconitase ACO1: Aconitase, required for the tricarboxylic acid (TCA) cycle and also required for genome 25086 80929,06 9,93 6 1,086-08 33 3,64E406 1,126406
135 jgilMucci2| 127537| gw1.01.1747.1 £i74670431|sp| Q4WLN1.1  ACON_ASPFU: Aconitate hydratase, mitochondrial; Aconitase ACOL: Aconitase, required for the tricarboxylic acid (TCA) cycle and also required for genome 21806 8092906 11,29 7 5,436-11 61 5,82E+06 9,49E+05
137 jgilMucci2|112170| Genemark1.7933 g gi|74670431|sp|Q4WLNL.1  ACON_ASPFU: Aconitate hydratase, mitochondrial; Aconitase ACO1: Aconitase, required for the tricarboxylic acid (TCA) cycle and also required for genome 3677 8536614 10,57 9 1,54E-11 46 3,50E+06 7,56E405
178 jgilMucci2| 112584 Genemark1.8347 g gi|121735073|sp|QOCDB3.1  AMPP1_ASPTN: Probable Xaa-Pro aminopeptidase P (AMPP) FRAL: Protein involved in negative regulation of transcription of iron regulon 4695 6665991 612 3 4,39E-05 23 4,28E405 1,876405
216 jgilMucci2| 109365| Genemark1.5128 g gi|189027294|sp| ASNRAS.1  ACEA_COPC7: Isocitrate lyase (ICL; Isocitrase) ICL1: Isocitrate lyase, catalyzes the formation of succinate and glyoxylate from isocitrate, a key reaction of the glyoxylate cycle 7446 5942481 4,63 2 3,146-07 42 1,97+06 4,67E405
217 jgilMucci2| 108878| Genemark1.4641 g gi|52783197|sp|Q753M0.1  PCKA_ASHGO: Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] PCK1: car inase, key enzyme in i 10631 6267411 633 4 7,24-05 19 1,35E+06 7,326405
218 jgilMucci2| 109365| Genemark1.5128 g gi|189027294|sp| ASNRAS.1  ACEA_COPC7: Isocitrate lyase (ICL; Isocitrase) ICL1: Isocitrate lyase, catalyzes the formation of succinate and glyoxylate from isocitrate, a key reaction of the glyoxylate cycle 6678 5942481 685 3 7,71E-06 22 1,616+06 7,446405
227 jgi|Mucci2| 108277| Genemark1.4040_g  gi|94717665|sp|Q2UKVA.1  PDC_ASPOR: Pyruvate decarboxylase PDCB: Minor isoform of pyruvate pyruvate to involved in amino acid catabolism 8320 6160870 6,61 3 6,156-04 2 1,526+06 7,736405
229 jgilMucci2| 108878| Genemark1.4641 g gi|52783197|sp|Q753M0.1  PCKA_ASHGO: Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] PCKL: inase, key enzyme in i 18941  62674,11 11,07 6 0,001 2 6,626+05 3,35E405
235 jgilMucci2| 109729] Genemark1.5492 g gi|754306436|sp| GSEFZL1 ~ GPMI_CAEEL:2,3 i x 49,05 5631191 1,57 1 5,25€-04 22 2,16E+06 9,99E405
236 jgilMucci2| 110911] Genemark1.6674_g  gi|94717665|sp|Q2UKVA.1  PDC_ASPOR: Pyruvate decarboxylase PDCS: Minor isoform of pyruvate decarboxylase, key enzyme in alcoholic fermentation 4935 6151421 1,97 1 7,58-05 25 1,34E+06 5,34E405
282 Icl|Mucor_racemosus_scaffold1029 £i]121798415|Q2U167.1 NPI_ASPOR: Extracellular metalloproteinase Np! x 82,85 62120455 055 2 1,09E-07 39 3,13£406 8,08E405
318 jgilMucci2| 119042 gw1.10.69.1 £i298286887|sp|P30268.2  Y2045_BACPE: Uncharacterized aminotransferase BpOF4_10225 CAR2: L-ornithine transaminase (OTAse), catalyzes the second step of arginine degradation 12792 a484817 1081 4 1,906-07 33 2,05E+06 6,30E405
334 jgilMucci2| 107041 Genemark1.2804 g gi|12229635|sp|060037.1  6PGD_CUNEL: 3 GND2: catalyzes an NADPH regenerating reaction in the pentose phosphate pathway ~ 30641 5272560 20,88 8 1,766-04 16 4,50E406 2,75E406
339 jgilMucci2| 107041 Genemark1.2804 g gi|12229635|sp|060037.1  6PGD_CUNEL: ) GND2. catalyzes an NADPH regenerating reaction in the pentose phosphate pathway 369,99 5272560 20,88 8 3,206-08 23 3,95E+06 1,71E+06
355 jgilMucci2|110105| Genemark1.5868_g  gi|113229]sp|P26197.1 ACT2_ABSGL: Actin-2 ACTI: Actin, structural protein involved in cell polarization, endocytosis, and other cytoskeletal functions 20782 4170988 3562 9 3,69E-06 18 5,48E+06 3,04E406
358 jgilMucci2|111548| Genemark1.7311.g  gi|266758|sp|P29406.1 PGK2_RHINI: Phosphoglycerate kinase 2 PGKL: 3-phosphoglycerate kinase, key enzyme in glycolysis and gluconeogenesis 2853 4627813 23,33 7 7,03€-07 42 1,21E+06 2,87E+05
364 jgilMucci2|111548| Genemark1.7311 g gi|266758|sp|P29406.1 PGK2_RHINI: Phosphoglycerate kinase 2 PGKL: 3-phosphoglycerate kinase, key enzyme in glycolysis and gluconeogenesis 0164 4627813 25,00 8 4,67€-09 41 6,70E+06 1,64E406
375 jgilMucci2|113539| Genemark1.9302 g gi|17367081|sp|Q9SF85.1  ADK1_ARATH: Adenosine kinase 1 (AK 1; Adenosine) ADOL: Adenosine kinase, required for the utilization of S-adenosylmethionine (AdoMet) 7758 3691126 14,93 3 2,45€-05 21 2,67E+05 1,246405
376 jgi|Mucci2| 146921] e_gw1.07.366.1 £i117367081|sp|Q9SFE5.1  ADKL_ARATH: Adenosine kinase 1(AK 1; Adenosine) ADOL: Adenosine kinase, required for the utilization of S-adenosylmethionine (AdoMet) 13987 3770067 29,24 6 2,286-09 4 1,15€+06 2,87€+05
386 jgilMucci2| | 1251g  gil462384|sp|P33198.1 IDHP_PIG: Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial IDP1: Mi ial NADP-specific isoci catalyzes the oxidation of isocitrate to alpha-ketoglutarate 80,04 3610000 8,84 3 2,00€-05 29 1,17€+06 4,08£405
301  jgi|Mucci2| 116185| Genemark1.11948 g  gi|119779]sp|P25093.1 FAAA_RAT: (FAA; Beta-di x 7083 4696294 10,56 3 0,002 2 4,61E405 2,25€405
409 jgi|Mucci2|111455| Genemark1.7218 g gi|395398441|sp|QOUSP8.2  IDH2_SCHPO: Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit 2, mitochondrial IDH2: Subunit of NAD(+) isocitrate , which catalyzes the oxidation in the TCA cycle 2649 4082223 16,44 5 1,60E-06 2 3,06E+06 1,50E+06
429 jgi|Mucci2|115357| Genemark1.11120 g gi|1730193|sp| PS5180.1 GALE_BACSU: UDP-glucose 4-epimerase; Galactowaldenase GAL10: UDP-g| 4 catalyzes the of UDP-galactose and UDP-D-glucose in galactose metabolism 262,77 38918,92 19,83 5 2,00-03 25 1,15E+06 4,54E405
448 Icl|Mucor_racemosus_scaffold1049 £i730222|P16387.2 ODPA_YEAST: Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, mitochondrial  x 4319 60192165 0,62 3 0,004 16 5,65E+05 3,52E405
538 jgilMucci2| 110805| Genemark1.6568_g  gi|347602285|sp| E9DBVO.1  LAP1_COCPS: Leucine aminopeptidase 1; Leucyl YDR415C: Putative aminopeptidase 170,85 4230268 16,67 5 6,46E-04 21 4,26E405 2,05E405
556 Icl|Mucor_racemosus_scaffold225 £i1298286921| P30266.3 CATE_BACPE: Catalase HXK1: Hexokinase isoenzyme 1, a cytosolic protein that catalyzes phosphorylation of glucose during glucose metabolism 7336 145282813 0,20 2 9,80E-06 22 7,87E+05 3,65E405
565 Icl|Mucor_racemosus_scaffold956 8i[465520|P34226.1 SKTS_YEAST: Protein SKTS GYP5: GTPase-activating protein (GAP) for yeast Rab family members; involved in ER to Golgi trafficking 9395 67334626 0,56 4 1,556-06 28 3,926+05 1,38E405
567 jgilMucci2|115078| Genemark1.11741 g gi|74591280|sp|Q5AF03.1  HSP31_CANAL: Glyoxalase 3; Glutathione-independent HSP31: Possible chaperone and cysteine protease with similarity to E. coli Hsp31 8594 3081846 4,29 2 4,28€-07 25 3,57E+06 1,44E406
580 jgi|Mucci2|104368|Genemark1.131 g gi|20141190|sp|042766.2  1433_CANAL: 14-3-3 protein homolog BMH2: 14-3-3 protein, minor isoform; controls proteome at post-transcriptional level, binds proteins and DNA 34,44 3001501 4,04 1 0,02 16 4,76E406 3,026406
608 jgi|Mucci2|122162|gw1.06.581.1 £i19910829|sp|QIQUMI.1  PSA6_MOUSE: Proteasome subunit alpha type-6; Macropain SCL1: Alpha 1 subunit of the 205 involved in the of substrates 12350  26830,73 2346 5 5,02€-04 21 2,95E+05 1,41E405
687 Icl|Mucor_racemosus_scaffold927 £i[1351279| P4g495.1 TPIS_PETHY: Triosephosphate isomerase UBXS: UBX (ubiquitin regulatory X) domain-containing protein that interacts with Cdc48pRiT 111,88 67514166 078 4 0,007 17 1,40E+06 8,07E+05
690 jgi|Mucci2|111852| Genemark1.7615_g  gi|52783440|sp|Q6CIG5.2  TPIS_KLULA: Triosephosphate isomerase (TIM) TPI1: Triose phosphate isomerase, abundant glycolytic enzyme; mRNA half-life is regulated by iron availability 64,70 2683874 9,47 2 0,014 17 3,04E+06 1,756406
886 jgilMucci2|108959|Genemark1.4722_g  gi|44888975|sp|P53444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis 82,80 3934854 8,40 3 6,056-04 23 1,84E+06 8,07E+05
887 Icl|Mucor_racemosus_scaffold1475 81174680843 Q5B04L.1 HSPEO_EMENI: Heat shock protein 60 x 11579 42182908 1,04 3 2,306-04 2 2,71E+06 1,36E+06
9124 Icl|Mucor_racemosus_scaffold1150 81174625348 Q9P778.1 DPP5_SCHPO: Dipeptidyl-peptidase 5 X 14903 55382837 151 6 4,26€-08 23 1,58E+06 6,88E405
916 jgi|Mucci2|108959] 14722 g gi|44888975|5p|P53444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bi aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6 aldolase, required for glycolysis and 6663 3934854 7,00 2 0,003 2 1,14E+06 5,64E405
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Supplementary Table 2. Identification of the protein spots showing significant up-regulation in CA for M. racemosus UBOCC-A-109155. Crosses

indicate the absence of homology with S. cerevisiae proteins.

Spot_id Accession Blast accession Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass  Coverage fipeptides  Anova (p) Fold  Average Normalised Volumes
SWISSPROT UNIPROT PDA
120 jgilMucci2] 152756 fgenesh1_pm.04_# 25 gi|166208494|5p|Q00766.3  PHS1_DICDI: Glycogen phosphorylase 1(GP1) ‘GPH1: Non-essential glycogen phosphorylase required for the mobilization of glycogen 20316 9353636 13,76 9 4,35E-06 4 5,86E+04, 2,36E+05
123 jgi|Mucci2| 127273 gw1.04.1257.1 £i1166208494|sp|Q00766.3  PHS1_DICDI: Glycogen phosphorylase 1(GP1) GPH1: Non-essential glycogen phosphorylase required for the mobilization of glycogen 19049 9387549 12,54 9 1,44-05 45 4,256+04 1,91E+05
126 jgi|Mucci2| 107912|Genemark1.3675_g  gi|74625348|sp|Q9P778.1  DPPS_SCHPO: Dipeptidyl-peptidase S; Dipeptidyl-peptidase X 852 77574,40 5,11 3 3,15E-06 39 1,14E405 4,43E405
242 jgilMucci2| 107444|Genemark1.3207 g gi[94717665|sp|Q2UKVA.1  PDC_ASPOR: Pyruvate decarboxylase PDCE: Minor isoform of pyruvate pyruvate to involved in amino acid catabolism 501,37 6105600 28,19 13 2,906-05 32 7,63E405 2,426+06
243 jgi|Mucci2| 118077|gw1.03.273.1 8112494072 5p | P78568.1 PUT2_AGABI: Delta-1-pyrroline-5 PUT2: Delta-1-pyrroline-5 I ded mif protein involved in utilization of proline as sole nitrogen source 184,22 5980315 11,60 6 8,82E-06 22 1,216406 2,66E+06
277 jgilMucci2| 115025 110788 gl Q9P6I22  DUGL_SCHPO: Cys-Gly metallodipeptidase dugl (GSH) DUGL: Cys-Gly metallo-di-peptidase; forms a complex with Dug2p and Dug3p to degrade glutathione (GSH) and other peptides 13131 5227647 695 3 6,01E-09 75 4,65E405 3,47E406
289 jgi|Mucci2| 139970| e_gw1.03.342.1 £i[74853021|sp|Q54KB7.1  DHE3_DICDI: Glutamate dehydrogenase, mitochondrial (GDH) GDH3: NADP(+) lutamate izes glutamate from ammonia and alpha-ketoglutarate 371,05 5334407 25,00 10 1,41E-04 35 3,216405 1,126406
290 jgilMucci2| 126781|gw1.04.1196.1 8i[121957977|sp|Q2TCH3.1  ACLY_SHEEP: ATP-citrate synthase; ATP-citrate LSC1: Alpha subunit of succinyl-CoA ligase, which is a mitochondrial enzyme of the TCA cycle 12039 12595390 253 3 9,426-05 46 1,116+05 5,10E+05
203 jgi|Mucci2| 118553|gw1.03.342.1 gi[74853021|sp|Q54KB7.1  DHE3_DICDI: Glutamate dehydrogenase, mitochondrial (GDH) GDH3: NADP(+) glutamate izes glutamate from ammonia and alpha-ketoglutarate 28015 5307597 2241 8 1,15€-06 28 1,126406 3,11€+06
315 jgi|Mucci2| 105950| Genemark1.1713 g gi|6094224|5p| 093477.1 SAHHB_XENLA: Adenosylhomocysteinase B (AdoHcyase B) SAH1: S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase 18408 4722692 1515 6 0,001 2 5,48E+05 1,09E+06
317 jgilMucci2| 106677|Genemark1.2440_g  gi|74851485|sp| QS4EWL1  GLYC2_DICDI: Serine hydroxymethyltransferase 2 (SHMT 2) SHM2: C i converts serine to glycine plus 5,10 methylenetetrahydrofolate 202,93 sM1711 1875 7 5,626-04 32 1,526406 4,85E+06
322 jgilMucci2| 105950| Genemark1.1713 g gi|6094224|5p| 093477.1 SAHHB_XENLA: Adenosylhomocysteinase B (AdoHcyase B) SAH1: S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase 21683 4722692 2681 10 6,34E-08 19 1,826406 3,38E+06
332 jgilMucci2|107041| Genemark1.2804 g gi|12229635|sp|060037.1  6PGD_CUNEL: ylating GND2: ing), catalyzes an NADPH regenerating reaction in the pentose phosphate pathway 34658 5272560 26,72 10 4,05E-08 27 9,46E+05 2,57E406
335 jgilMucci2| 112589 18352 gil127542]sp| 1 GALM_ACICA: Aldose 1-epimerase; Galactose mutarotase GALI0: UDP-gl 4 , catalyzes the of UDP-galactose and UDP-D-glucose in galactose metabolism 2319 3971783 1878 6 1,336-09 3,50 8,276+05 2,926406
360 jgi|Mucci2| 106677|Genemark1.2440_g  gi|74851485|sp|QS4EWL1  GLYC2_DICDI: Serine hydroxymethyltransferase 2 (SHMT 2) SHM2: G converts serine to glycine plus 5,10 methylenetetrahydrofolate 16003 51711 1272 5 1,59€-08 2,30 1,166+06 2,69E+06
367 jgilMucci2| 111548 17311¢  gi|266758|sp|P29406.1 PGK2_RHINI: Phosphoglycerate kinase 2 PGK1: 3-phosphoglycerate kinase, key enzyme in glycolysis and gluconeogenesis 45067 4627813 32,14 1 0,003 2,40 1,356406 3,26E+06
382 jgi|Mucci2|113539|Genemark1.9302 g gi|17367081|sp|Q9SF85.1  ADKI_ARATH: Adenosine kinase 1 (AK 1; Adenosine) ADO1: Adenosine kinase, required for the utilization of S-adenosylmethionine (AdoMet) 31253 36911,26 32,54 9 0,001 17 5,536+05 9,28E405
384 jgilMucci2|111548] 17311g  gi|266758|sp|P29406.1 PGK2_RHINI: Phosphoglycerate kinase 2 PGK1: 3-phosphoglycerate kinase, key enzyme in glycolysis and gluconeogenesis 36144 4627813 30,48 10 2,376-08 48 4,64E+05 2,226406
388 jgi|Mucci2|105031|Genemark1.794_ g gi|308191516|sp|ASNDT2.1  PURA_COPC7: Adenylosuccinate synthetase (AMPSase; AdSS) ADE12: Adenylosuccinate synthase, catalyzes the first step in synthesis of adenosine monophosphate during purine nucleotide biosynthesis 22751 4737440 18,60 7 5,80E-06 23 8,67E+05 1,96E+06
396 jgi|Mucci2|105031|Genemark1.794_g  gi|308191516|sp|ABNDT2.1  PURA_COPCY: Adenylosuccinate synthetase (AMPSase; AdSS) ADE12: Adenylosuccinate synthase, catalyzes the first step in synthesis of adenosine monophosphate during purine nucleotide biosynthesis 184,20 4737440 1372 5 1,46E-04 5 3976406 1,986+07
438 jgi|Mucci2|108539| Genemark1.4302_g  gi|152032428|sp|ASDI1L1  EF2_PICGU: Elongation factor 2 (EF-2) EFT1: Elongation factor 2 (EF-2), also encoded by EFT2; catalyzes ribosomal translocation during protein synthesis 16563  90767,23 800 5 1,17€-05 4,9 5216404 2,56E+05
440 jgi|Mucci2|107011| Genemark1.2774 g gi|158515407|sp|P00817.4  IPYR_YEAST: Inorganic pyrophosphatase; Pyrophosphate 1PP1: Gy i (PPase), imer that catalyzes the rapid exchange of oxygens from Pi with water 20497 3198933 2828 6 5,00E-03 27 2,09E+05 5,61E405
451 jgi|Mucci2|108539| Genemark1.4302 g gi[152032428|sp|ASDI1L1  EF2_PICGU: Elongation factor 2 (EF-2) EFT1: Elongation factor 2 (EF-2), also encoded by EFT; catalyzes ribosomal translocation during protein synthesis 2406 90767,23 800 6 4,35E-06 1020  1,44E405 1,47E406
465 jgi|Mucci2| 110754| Genemark1.6517_g  gi| 1168767|sp|Q03700.1 CARP4_RHINI: Rhizopuspepsin-4; Aspartate protease PEP4: Vacuolar aspartyl protease (proteinase A), required for the precursor ion of vacuolar protei 87,66 4197618 11,31 4 2,81E-04 3,10 2,926+405 9,04E+05
469 jgi|Mucci2| 113965 Genemark1.9728 g gi] 1175939 sp| P43567.1 AGX1_YEAST: Alanine--glyoxylate aminotransferase 1 AGX1: Alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT), catalyzes the synthesis of glycine from glyoxylatel) 28280 4131620 34,39 10 4,236-06 3,30 1,856+05 6,11E+05
478 jgilMucci2| 1 111697 gi|74626323|sp|Q9Y7R8.1  MDHM_SCHPO: Malate dehydrogenase, mitochondrial; Flags: Precursor  MDH1: Mi ial malate involved in the tri id (TCA) cycle 302,38 3652,82 27,47 7 4,34E-05 3,40 1,716+06 5,826406
479 jgilMucci2|106157|Genemark1.1920 g gi|74622867|sp|Q8X176.1  PHOA_ASPFU: Acid phosphatase; Flags: Precursor X 23187 3750675 1529 6 9,076-10 23 6,82E+06 1,59E407
494 jgiMucci2| 11 17106 gil3 15p1002640.1 MDHM_CAEEL: Probable malate i MDH1: Mi ial malate involved in the tri id (TCA) cycle 26085  34547,47 2675 6 1,55€-07 21 2,00E+06 4,36E406
537 jgilMucci2|110754| Genemark1.6517 g gi|1168767|sp|Q03700.1 CARP4_RHINI: Rhizopuspepsin-4; Aspartate protease PEP4: Vacuolar aspartyl protease (proteinase A), required for the precursor of vacuolar 36688 4197618 20,60 7 0,012 39 5,01E+05 1,95E406
539 jgi|Mucci2|112251| Genemark1.8014_g  gi|3023850|sp|042249.1 GBLP_ORENI: Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like  ASC1: G-protein beta subunit and guanine nucleotide dissociation inhibitor for Gpa2p. Involved in the negative regulation of translation of aspecificsub ~ 141,21 3416112 16,77 4 4,65E-04 22 4,30E405 9,39E+05
611  jgi|Mucci2|115978| Genemark1.11741 g gi|74591280|sp|Q5AF03.1  HSP31_CANAL: Glyoxalase 3; Glutathione-independent HSP31: Possible chaperone and cysteine protease with similarity to . coli Hsp31 159,69 3081846 2857 5 0,00 320 3,736405 1,206406
619  jgi|Mucci2| | 12568 @il Qo3161.1 YMY9_YEAST: Glucose-6-phosphate 1-epimerase; D-hexose-6-phosphate ~ YMRO99C: Glucose-6-phosphate 1-epimerase (hexose-6-phosphate mutarotase), likely involved in carbohydrate metabolism 9806 311658 12,01 3 3,39E-04 380 1,50E405 5,70+05
883 jgilMucci2|107444|Genemark1.3207 g gi[94717665|sp|Q2UKVA.1  PDC_ASPOR: Pyruvate decarboxylase PDC6: Minor isoform of pyruvate pyruvate to involved in amino acid catabolism 141,21 6105600 865 a 3,98E-05 2,10 1,316+06 2,79E+06
884 jgi|Mucci2|107444| 13207 g gi[94717665|5p|Q2UKV41 __ PDC_ASPOR: Pyruvate PDCE: Minor isoform of pyruvate pyruvate to involved in amino acid catabolism 211,55 6105600 10,45 5 1,14E-08 23 2,99E+06 6,82E+06
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Supplementary Table 3. Identification of the protein spots showing significant up-regulation in PDA for M.

lanceolatus UBOCC-A-109153.

Spot_id Accession Blast accession Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass  Coverage #peptides Anova(p)  Fold  Average Normalised Volumes
SWISSPROT UNIPROT PDA cA
12 jgilMucci2|112650| Genemark1.8413 g  gi|51701707|sp|093918.1  PYC_ASPTE: Pyruvate carboxylase; Pyruvic carboxylase PYC2: Pyruvate carboxylase isoform, cytoplasmic enzyme that converts pyruvate to oxaloacetate 7923 12984553 3,22 4 8,736-04 25 4,01€+05 1,50E405
55 jgi|Mucci2|110264| 1.6027_g  gi|30913128|sp|Q9UT19.1  METE_SCHPO RecName: Full=| MET6: Cobalamin-i ine synthase, involved in ionii i is and 238,77 86065,45 8,95 7 5,52E-06 33 9,25E+05 2,79E+05
57 contig_6468 81130913128/ Q9UT19.1 METE_SCHPO: Probable 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate MET6:Cobalamin-independent methionine synthase, involved in methionine bi is and 449,80 28619324 550 10 1,32€-05 35 2,62E406 7,44E+05
58 jgilMucci2|110264| Genemark1.6027_g  gi|30913128|sp|QOUTI9.1  METE_SCHPO RecName: Full=} MET6: Cobal synthase, involved in methionine bi is and 8549 8606545 4,22 3 7,72E-05 23 4,94E406 2,11E+06
59 jgilMucci2|110264| Genemark1.6027_g  gi|30913128|sp|QOUT19.1  METE_SCHPO RecName: 5 MET6: Cobal synthase, involved in methionine bi is and 37507 8606545 9,08 7 0,002 16 6,11E+06 3,74E406
72 contig_3872 £i13024751]Q12630.1 TKT1_KLULA: Transketolase TKL1:Transketolase, needed for synthesis of aromatic amino acids 13606 27900773 1,26 3 1,246-04 23 1,52406 6,536405
73 contig 3872 £i13024751]Q12630.1 TKT1_KLULA: Transketolase TKLL:Transketolase, needed for synthesis of aromatic amino acids 4314 27900773 1,26 3 7,50E-04 24 2,04E406 8,52E405
83 "jgi|Mucci2|112287| Genemark1.8050_g  gi|85701343|sp| Q96VA4.1  GLGB_ASPOR: 1,4-alpha-glucan-branching enzyme; Glycogen-branching GLC3:Glycogen branching enzyme, involved in glycogen accumulation 87,39 8063623 4,50 3 1,20€-05 31 3,936405 1,25€405
8 jgi|Mucci2|112287| Genemark1.8050_g  gi|85701343|sp| Q96VA4.1  GLGB_ASPOR: 1,4-alpha-glucan-branching enzyme; Glycogen-branching GLC3:Glycogen branching enzyme, involved in glycogen accumulation 321,80 8063623 819 7 1,50€-05 3 1,22E406 4,04E405
90  jgilMucci2|112287| Genemark1.8050_g  gi|85701343|sp|Q96VA4.1  GLGB_ASPOR: 1,4-alpha-glucan-branching enzyme; Glycogen-branching GLC3:Glycogen branching enzyme, involved in glycogen accumulation 5452 8063623 2,86 2 1,53€-05 24 4,436+05 1,85€405
124 jgi|Mucci2|106320| Genemark1.2083 g gi|12585307|sp|P57749.1  PGM_ASPOR: Phosphoglucomutase (PGM) PGM2: catalyzes the from glucose-1-phosphate to glucose-6-phosphate 127,23 60989,97 830 4 1,58E-04 17 1,79E406 1,06E+06
127 jgi|Mucci2|113216|Genemark1.8979_g  gi|1170378|sp|P41770.2  HSP75_KLUMA: Heat shock protein SSB $5B2: Cytoplasmic ATPase that is a riby iated molecular ch 189,40  67600,72 13,68 6 0,015 16 2,79E+06 1,72E406
139 jgi|Mucci2| 126781|gw1.04.1196.1 8i1121957977|sp| Q2TCH3.1  ACLY_SHEEP: ATP-citrate synthase; ATP-citrate LSC1: Alpha subunit of succinyl-CoA ligase 23879 12595390 498 7 0,002 25 7,20E405 2,94E405
163 jgi|Mucci2| 110068| Genemark1.5831 g gi|146345365|sp|P08157.2  ALDH_EMENI: Aldehyde dehydrogenase (ALDDH; ALDH) ALD4: Mitochondrial aldehyde dehydrogenase 6843 5459657 3,83 2 6,29€-05 2 8,54E405 4,336405
167 jgi|Mucci2|110068| k15831 g  gil |sp|P08157.2  ALDH_EMENI: Aldehyde dehydrogenase (ALDDH; ALDH) ALD4: Mitochondrial aldehyde dehydrogenase 5488 5459657 383 2 1,99€-04. 2 1,136406 5,78E+05
177 jgi|Mucci2|104924| Genemark1.687_g  gi|728047701|sp|FIRQM2.2 AGM1_PIG: Phosphoacetylglucosamine mutase (PAGM; PGIcNAC) PCM1: Essential N-acetylglucosamine-phosphate mutase 10872 5866585 58 3 2,64E-05 19 1,51€406 7,92E405
181 jgi|Mucci2|106459| Genemark1.2222 g gi|12231053|sp|P78811.2  UGPA1_SCHPO: Probable UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase UGP1: UDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase) 67,21 56559,25 525 2 6,89E-05 27 6,186+05 2,336405
186 jgi|Mucci2|106450| Genemark1.2222 g gi|12231053|sp|P78811.2  UGPA1_SCHPO: Probable UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase UGP1: UDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase) 272,67 56559,25 14,40 6 3,16E-05 18 2,58E406 1,41E+06
209 jgilMucci2|106677| Genemark1.2440_g  gi|74851485|sp| QS4EW1.1  GLYC2_DICDI: Serine hydroxymethyltransferase 2 (SHMT 2) SHM2: Cytosolic serine hydroxymethyltransferase, converts serine to glycine plus 5,10 methylenetetrahydrofolate 21444 51117,11 9,05 5 1,83€-05 27 2,94E406 1,106+06
212 jgi|Mucci2| 106677| Genemark1.2440_g  gi|74851485|sp| QS4EWL.1  GLYC2_DICDI: Serine hydroxymethyltransferase 2 (SHMT 2) SHM2: Cytosolic serine hydroxymethyltransferase, converts serine to glycine plus 5,10 methylenetetrahydrofolate 2167 5111711 9,05 5 0,004 22 2,12E406 9,58E+05
255 jgi|Mucci2| 110105| Genemark1.5868_g  gi|113229|sp|P26197.1 ACT2_ABSGL: Actin-2 ACTL: Actin, structural protein involved in cell polarization, endocytosis, and other cytoskeletal functions 467,10 4170988 35,62 9 1,52€-04 19 3,97€406 2,04£406
258 jgi|Mucci2|113065| Genemark1.8828 g gi|109891934|sp|Q04467.2  IDHP_BOVIN: Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial IDP1: Mitochondrial NADP-specific isocitrate dehydrogenase, catalyzes the oxidation of isocitrate to alpha-ketoglutarate ~ 441,26 46887,91 21,83 9 5,02E-06 2 1,39E406 7,12E405
205 jgi|Mucci2|105208| Genemark1.971 g gi|75147703|sp|Q84QK0.1  OPR1_ORYSJ: 12 i reductase 1; 1 i 10,11-red OYE2: Conserved NADPH oxidoreductase containing flavin mononucleotide (FMN) 9546 41072,15 5,09 2 1,17€-04 21 3,34E+06 1,60€406
301 jgilMucci2|113260| Genemark1.9023 g gi|462173sp|P14742.4 GFA1_YEAST: Gl fi i GFAL Glutamine-fruct 132,68 7923243 569 3 1,16E-05 28 6,05E+05 2,136+05
322 jgi|Mucci2| 108539| Genemark1.4302_g  gi|152032428|sp|ASDI11.1  EF2_PICGU: Elongation factor 2 (EF-2) EFT2: Elongation factor 2 (EF-2), also encoded by EFT2; catalyzes ribosomal translocation during protein synthesis 16514 90767,23 4,85 3 3,37€-09 39 6,57E+06 1,69E+06
330 jgi|Mucci2|108539| Genemark1.4302_g  gi|152032428|sp|ASDI11.1  EF2_PICGU: Elongation factor 2 (EF-2) EFT2: Elongation factor 2 (EF-2), also encoded by EFT2; catalyzes ribosomal translocation during protein synthesis 23898 90767,23 6,06 4 0,016 17 2,936406 1,76E+06
377 contig_10213 £i12495359|Q01877.1 HSP71_PUCGR: Heat shock protein HSS1 SSA3: ATPase involved in protein folding and the response to stress 10151 7243895 334 2 3,536-04 2 6,77E406 3,42E406
402 "jgi|Mucci2] 114527| Genemark1.10290_g  gi|327488488|sp| C5P4Z8.1  SUB8_COCP7: Subtilisin-like protease CPC735_031240 PRB1 :Vacuolar proteinase B (yscB), a serine protease of the subtilisin family 60,89 4895854 584 2 0,002 22 1,116406 5,156405
403 jgi|Mucci2|114527| Genemark1.10290_g  gi|327488488|sp|C5P4Z8.1  SUBS_COCP7: Subtilisin-like protease CPC735_031240 PRB1 :Vacuolar proteinase B (yscB), a serine protease of the subtilisin family 4521 4895854 584 2 0,011 22 3,10E405 1,39E405
546 jgilMucci2|109231|Genemark1.4994 g gi|2495359|sp|Q01877.1  HSP71_PUCGR: Heat shock protein HSS1 SSA3: ATPase involved in protein folding and the response to stress 102,10 70509,77 7,97 4 0,001 26 2,236406 8,59E+05
563 jgi|Mucci2|108684| 14447 g gi|51701713|sp|QOHES8.1 _PYC_ASPNG: Pyruvate Pyruvic carboxylase PYC2: Pyruvate isoform, cytoplasmic enzyme that converts pyruvate to 2058  120447,5 6,63 7 0,007 17 5,98E+05 3,61E405
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Supplementary Table 4. Identification of the protein spots showing significant up-regulation in CA for M. lanceolatus UBOCC-A-109153. Crosses

indicate the absence of homology with S. cerevisiae proteins .

Spot_id Accession Blast accession Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass  Coverage f#peptides Anova(p)  Fold  Average Normalised Volumes
SWISSPROT UNIPROT PDA CA

76 contig 571 51338817898 P05201.3 AATC_MOUSE: Aspartate aminotransferase, cytoplasmic PGM3: catalyzes of glucose-1 and gluc phosp 97,22 77878999 027 2 0,01 2 2,18E+05 4,31E405

8 jgilMucci2|111294| Genemark1.7057_g  gi|325530296] sp| A6YRN9.1 TREPH_PLEPU: Trehalose phosphorylase; Trehalose x 99,76 77933,29 2,40 2 5,55€-07 52 7,91E405 4,09E+06

8 jgi|Mucci2|104584|Genemark1.347 g gi|2495359|sp|Q01877.1  HSP71_PUCGR: Heat shock protein HSS1 SSA3: ATPase involved in protein folding and the response to stress 37338 71247,15 14,22 8 7,60€-08 5 2,03€406 1,01€+07
102 jgil Mucci2| 118596| gw1.03.349.1 8i119364593|sp| P18694.2  HSP72_USTMA: Heat shock 70 kDa protein 2 SSA2: ATP binding protein involved in protein folding and vacuolar import of proteins 21457 5481526 17,27 7 0,008 2 7,99E+05 1,62E406
142 jgi|Mucci2| 118060| gw1.02.239.1 8i]597439590| sp| Q7RVS9.2  PCKA_NEUCR: Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] PCK1 : Phosphoenolpyruvate carboxykinase, key enzyme in gluconeogenesis 10982 5891035 617 3 1,48E-04 19 1,26E+06 2,36E+06
144 jgi|Mucci2|118060| gw1.02.239.1 §i]597439590| sp| Q7RVS9.2  PCKA_NEUCR: Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] PCK1 : Phosphoenolpyruvate carboxykinase, key enzyme in gluconeogenesis 103,83 5891035 617 3 2,79E-04 2 3,16E406 6,25E406
165  jgil Mucci2|115025| Genemark1.10788_g gi|395398434|sp|Q9P6I2.2  DUGL_SCHPO: Cys-Gly metallodipeptidase dugl (GSH) DUG1 : Cys-Gly metallo-di-peptidase 163,44 5227647 863 3 1,69E-08 27 2,77€406 7,60E+06
170 jgi|Mucci2|114708| Genemark1.10471 g gi|1169291|sp|P41751.1  ALDH_ASPNG: Aldehyde dehydrogenase (ALDDH; ALDH) ALD4: ial aldehyde required for growth on ethanol and conversion of acetaldehyde toacetate 177,74 54217,45 630 3 8,50E-08 23 3,24E+06 7,37€406
198A  jgi|Mucci2|109631| Genemark1.5394 g gi|114565|sp|P22068.1  ATPB_SCHPO: ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATP2: Beta subunit of the F1 sector of mitochondrial F1FO ATP synthase 150,85 5505456 10,20 4 2,16€-07 31 3,206406 9,78E406
1988 contig_3001 gi]1168453| P07683.2 AMYG_RHIOR: Glucoamylase 1 SGAL: porulati ific involved in glycogen degradation 11851 21683928 162 2 2,16E-07 31 3,20E406 9,78E+06
200 jgi| Mucci2|112503| Genemark1.8266_g  gi|294862544|sp|P49419.5 ~ AL7AL_HUMAN: Alpha-aminoadipic semi (Alph ) ALD4:Mi ial aldehyde , required for growth on ethanol and conversion of acetaldehyde toacetate 207,11 58144,23 833 4 2,90E-04 22 9,49E+05 2,136406
203 jgi|Mucci2|117344] gw1.04.111.1 gi[74582210|sp| 0597111 LYS9_SCHPO: Saccharopine dehy [NADP(+), L-gl forming] LYS9 : Saccharopine (NADP+, L-gl forming; 33965 5024675 11,84 6 002 2 1,20E+06 2,53E406
207 jgilMucci2|129991|gw1.07.1200.1 gi151701859|sp|Q9UT44.1  PROA_SCHPO: Probable gamma-glutamyl phosphate reductase (GPR) FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis 211,46 4843518 17,50 7 0,004 21 2,70E405 5,65€+05
248 jgi|Mucci2|110760| Genemark1.6523 ¢ gi|172052453|sp| A6QP15.1 HOT_BOVIN: H i d i ADH4 :Mi ial aldehyde required for growth on ethanol and conversion of acetaldehyde toacetate 204,31 5149121 1838 6 0,002 19 2,21€406 4,11E+06
270 jgilMucci2|109942| Genemark1.5705_g  gi|12644398|sp|Q09694.2  LYS1_SCHPO: Saccharopine dehy [NAD(+), L-lysine-forming] LYS1: Saccharopine dehydrogenase (NAD+, L-lysine-forming) 13470 4156795 1353 4 2,39E-05 17 1,07E406 1,87E406
277 jgilMucci2|114851| Genemark1.10614_g gi|74858798sp|QS5DV9.1  CGL_DICDI: C ine g: lyase; Gamma- i CYS3: Cystathionine gamma-lyase 11835 41447,05 7,18 2 1,83-06 21 1,43E406 2,99E+06
279 Mucci2|114873|Genemark1.10636_g  gi|26006698|sp| QIDBLLL  ACDSB_MOUSE: Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase x 187,18 4656769 10,64 4 1,58-05 22 2,10E406 4,56E+06
314 contig_49% 8i67460958| Q8KOCI.1 GMDS_MOUSE: GDP-mannose 4,6 dehydratase x 8812 80078337 071 4 0,004 17 1,02E406 1,78E+06
319 Mucci2|108959| Genemark1.4722 g £i144888975|sp|P53444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis; 8539 3934854 1148 3 0,011 17 7,64€405 1,31€+06
321 jgi|Mucci2| | 147228 gl |PS3444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis; 156,48 39348,54 7,56 2 3,44E-08 23 1,29E406 2,99E406
334 jgilMucci2| | 14722 gi|44888975|5p|PS3444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis; 122,79 3934854 17,09 4 0,018 2,6 3,67E+05 9,47E+05
354 jgi|Mucci2|113065| Genemark1.8828 ¢  gi|109891934|sp|Q04467.2  IDHP_BOVIN: Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial IDP1: Mitochondrial NADP-specificisocitrate dehydrogenase 15021 4688791 11,74 5 0,001 17 1,08€+06 1,836+06
356 contig_2355 8i74626869| 074544.1 GTR2_SCHPO: GTP-binding protein gtr2 x 244,78 57376948 0,88 4 2,12E-05 25 3,95E406 1,00E407
358 contig 2355 8i74626869] 074544.1 GTR2_SCHPO: GTP-binding protein gtr2 x 13421 57376948 075 3 9,38E-04 19 8,66E+05 1,62E+06
539 jgi|Mucci2|112584| Genemark1.8347_g  gi|121735073|sp|QOCDB3.1 AMPP1_ASPTN: Probable Xaa-Pro aminopeptidase P (AMPP) FRAL: Protein involved in negative regulation of transcription of iron regulon 10633 6665991 5,45 2 8,79E-05 2,7 7,86E+05 2,12€406
540 jgi| Mucci2| 118506| gw1.03.349.1 £i1119364593|sp|P18694.2  HSP72_USTMA: Heat shock 70 kDa protein 2 SSA2: ATP binding protein involved in protein folding and vacuolar import of proteins; member of HSP70 family 368,35 5481526 14,66 6 4,27E-06 28 1,00E+06 3,04E406
541 contig 1466 gi1754306436| GSEFZL1  GPMI_CAEEL: 2,3-bi i mutase  x 18041 28719341 2,22 4 2,34E-05 2 6,74E+05 1,34€406
542 contig_1466 gi 754306436 | GSEFZ1.1 GPMI_CAEEL: 2,3-bi il mutase x 227,37 287193,41 3,10 6 4,21E-05 2 1,50E+06 3,08E+06
544 jgi|Mucci2|104482| Genemark1.245 g gi|730222|sp|P16387.2  ODPA_YEAST: Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha PDAL: E1 alpha subunit of the pyruvate dehydrogenase (PDH) complex 57,18 4333031 7,38 3 4,93E-06 28 1,00E+06 3,04€406
548 jgi|Mucci2|108425| Genemark1.4188 g  gi|1723467|sp|Q10305.1  GDI1_SCHPO: Probable secretory pathway GDP dissociation inhibitor GDI1: GDP dissociation inhibitor, regulates vesicle traffic in secretory pathways 20576 4979510 9,96 4 4,89E-05 25 1,79€+06 4,426+06
553 jgi|Mucci2| | k14722 gi|44888975|sp|PS53444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis; 31427 3934854 1933 5 0,004 31 6,18E+05 1,90E+06
560  jgilMucci2|113216|Genemark1.8979 g  gi|1170378|sp|P41770.2  HSP75_KLUMA: Heat shock protein SSB S5B2: Cytoplasmic ATPase that is a ribosome-associated molecular chaperone 374,84 6760072 19,87 9 0,009 24 6,69E+05 1,58E+06
561 jgi|Mucci2|113216| Genemark1.8979_g  gi| 1170378|sp|P41770.2 HSP75_KLUMA: Heat shock protein SSB SSB2: Cytoplasmic ATPase that is a ribosome-associated molecular chaperone 588,75 67600,72 25,24 11 0,001 4,2 6,89E405 2,86E+06
568 jgi| Mucci2|118060]|gw1.02.239.1 8i]597439590| sp| Q7RVS9.2 PCKA_NEUCR: Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] PCK1 : Phosphoenolpyruvate carboxykinase, key enzyme in gluconeogenesis 101,58 5891035 4,67 2 0,012 16 9,87E+05 1,50E+06
606 jgi| Mucci2|108539] 14302 g gi|152032428sp| ASDI1L1 _EF2_PICGU: Elongation factor 2 (EF-2) EFT1: Elongation factor 2 (EF-2), also encoded by EFT; catalyzes ribosomal translocation during protein synthesis 17672 90767,23 4,85 3 1,14€-05 31 1,44€+06 4,486+06
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Supplementary Table 5. Identification of the protein spots showing significant up-regulation in PDA for M. circinelloides CBS 277-49. Crosses

indicate the absence of homology with S. cerevisiae proteins. Nd: not determined. ON: up-regulated. OFF

down-regulated.

Spot_id Accession Blast accession Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass Coverage  #peptides Anova (p) Fold  Average Normalised volumes
UniProtkB/Swiss-Prot UniProtKB/Swiss-Prot PDA A
2 jgilMucci2[110574|Genemark1.6337_g  gi|1709924(sp|P38972.2 PUR4_YEAST: Phosphoribosylformylglycinamidine synthase (FGAM) 'ADEG - i ide (FGAM)-synth 35757 14594195 7,84 10 4,00£-03 17 2526406 144406
76 jgilMucci2|105891|Genemark1.1654_g gi|1351256|sp|P23254.4 TKT1_YEAST: Transketolase 1 (TK 1) TKL1: Transketolase 180,86 73951,41 7,14 4 6,09E-06 16 4,42E+06 2,85E406
77 jgilMucci2|112287|Genemark1.8050_g  gi[85701343|sp|Q96VA4.1  GLGB_ASPOR: 1,4-alpha-glucan-branching enzyme; Glycogen-branching GLC3 : Glycogen branching enzyme, involved in glycogen accumulation 593,67 80636,23 19,65 14 6,516-09 20 322€406  1,63E406
110 jgi|Mucci2|118077|gw1.03.273.1 £i12494072|sp|P78568.1 PUT2_AGABI: Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase PUT2 : Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 273,91 59803,15 16,39 8 5,00E-03 21 3,89E+05 1,83E+05
114 jgi|Mucci2|110601|Genemark1.6364_g  gi|1730180|5p|P52031.1 G6PI_DROYA: Glucose-6-phosphate isomerase (GPI) PGI1 : Glycolytic enzyme phosphoglucose isomerase 23361 62661,57 8,61 5 5,026-05 24 2146406 8,80E405
117 jgi|Mucci2|108277|Genemark1.4040_g i|94717665|sp|Q2UKVA.1  PDC_ASPOR: Pyruvate decarboxylase PDC6 : minor isoform of pyruvate decarboxylase involved in amino acid catabolism 295,94 61608,70 10,54 5 8,00€-03 20 1,69E+06 8,46E+05
118 jgilMucci2|107444|Genemark13207 g i]94717665|sp|Q2UKVA.1  PDC_ASPOR: Pyruvate decarboxylase PDC6 :Minor isoform of pyruvate pyruvate to involved in amino acid catabolism 21829 61056,00 8,65 4 4,316-04 20 1576406 7,73E405
120 jgi|Mucci2|107444|Genemark1.3207 g gi|94717665|sp|Q2UKVA.1  PDC_ASPOR: Pyruvate decarboxylase PDCE:Minor isoform of pyruvate pyruvate to involved in amino acid catabolism 191,12 61056,00 11,85 6 1,006-03 20 459E406  2,26E406
122 jgilMucci2|107444|Genemark1.3207 g gi[94717665|5p|Q2UKVA.1  PDC_ASPOR: Pyruvate decarboxylase PDCE:Minor isoform of pyruvate pyruvate to involved in amino acid catabolism 622,75 61056,00 26,67 12 7,026-06 30 1836406 6,126+05
124 jgi|Mucci2|118077|gw1.03.273.1 8i[2494072sp|P78568.1 PUT2_AGABI: Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase PUT2 : Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 141,03 59803,15 12,34 6 4,00€-03 16 358E406  2,19E406
131 jgi|Mucci2|111288|Genemark1.7051 g gi|2506447|sp|P41764.2 G6PD_EMENI: Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (G6PD) ZWF1 : Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) 82,92 58172,82 3,60 2 4,00£-03 18 2476406 1,39E406
135 jgi|Mucci2|112746|Genemark1.8509_g  gi|1709915|sp|P38009.2 PUR92_YEAST: Bifunctional purine biosynthesis protein ADE17 ADE17 :Enzyme of ‘de novo' purine biosynthesis 202,67 64433,42 12,82 5 6,85€-05 17 4,99E406  2,85E406
137 jgilMucci2|116347|Genemark1.12110_g  gi|13124714|sp|000087.2  DLDH_SCHPO: Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial LPD1: the lipoamide component (E3) 139,83 54127,13 8,74 4 4,69E-06 3,2 4,65E+05 1,45E+05
148 jgi|Mucci2|108196|Genemark1.3959_g  gi|13124714|sp|000087.2  DLDH_SCHPO: Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial LPD1: Dil i the lipoamide component (E3) 247,26 53972,12 2024 7 1,626-04 21 4726406 2,28E406
149 jgi|Mucci2|118553|gw1.03.342.1 i|74853021|sp|Q54KB7.1  DHE3_DICDI: Glutamate dehydrogenase, mitochondrial (GDH) GDH3: NADP(+)-dependent glutamate dehydrogenase 447,09 53075,97 24,48 9 2,37€-05 17 4,70E406 2,69E+06
163 jgilMucci2| 428 ¢ g Q059111 PUR_YEAST: Iyase (ASL); i ADE13:Adenylosuccinate lyase 496,17 54640,16 28,02 10 1,136-05 32 1576406 4,88E+05
172 jgi|Mucci2|111724|Genemark1.7487_g. i|54036037|sp|Q873E8.1  GSHR_NEUCR: Glutathione reductase (GR; Grase) GLR1 : Cytosolic and mitochondrial glutathione oxidoreductase 310,64 50588,99 16,78 7 7,00€-03 19 8,71€6405 4,676+05
175 jgilMucci2|106677|Genemark1.2440_g  gi[74851485]sp|QS4EW11  GLYC2_DICDI: Serine hydroxymethyltransferase 2 (SHMT 2) SHM2:Cytosolic serine hydroxymethyltransferase 406,19 51117,11 2026 8 5,156-04 18 2,44E406  1,37E406
178 jgilMucci2|114397|Genemark1.10160_g  gi|12230023|sp|074286.1  ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENO1 : Enolase | 469,74 46963,25 35,57 10 1,856-05 16 10BE+06  6,59E+05
179 jgilMucci2|107041|Genemark1.2804 g gi|12229635]5p|060037.1  6PGD_CUNEL: GND2 727,80 52725,60 3424 12 3,006-03 19 437E406  2,27€406
183 jgilMucci2|107041|Genemark1.2804_g  gi|12229635]sp|060037.1  6PGD_CUNEL: GND2 718,59 52725,60 34,24 12 3,546-04 17 2436406 142E406
185  jgi|Mucci2|114397| 10160_g  gi|12230023|sp|074286.1  ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENO1 : Enolase | 42053 46963,25 33,26 10 9,75E+04 16 4,77€+06 2,99E+06
194 jgi|Mucci2|111459|Genemark1.7222_ g gi|347595810|sp|P22768.3  ASSY_YEAST: Argini inate synthase; Citrull p ARG1: Arginosuccinate synthetase 331,87 45850,53 17,31 8 6,00£-03 17 4,90E405  2,93E405
195 jgi|Mucci2|106357|Genemark1.2120_g i|13431520|sp|074685.1  FADH_PICPA: S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase SFA1: Bifunctional enzyme containing both alcohol and glutathione-depends activities 157,30 40176,24 20,00 5 2,00€-03 16 2,31€406 1,43E+06
205 jgilMucci2|111548|Genemark1.7311_g  gi|266758|sp|P29406.1 PGK2_RHINI: Phosphoglycerate kinase 2 PGK1 : 3-phosphoglycerate kinase 472,64 46278,13 32,14 1 2,000€-03 20 1,680E406  8,408E+05
211 jgi|Mucci2|105031|Genemark1.794_g gi[308191516]sp|ASNDT2.1  PURA_COPC7: Adenylosuccinate synthetase (AMPSase) ADE12: Adenylosuccinate synthase 477,55 47374,40 26,74 10 0001 22 1333000 612800
222 jgilMucci2|106341| 104 il |spIPOCH36.1  ADHC1_MYCS2: NADP-dependent alcohol dehydrogenase C 1 (Ms-ADHC) ADH7: NADPH-dependent medium chain alcohol dehydrogenase with broad substrate specificity 181,91 38515,57 15,71 4 3,486-04 44 1436407 3,24E406
226 jgilMucci2|111455|Genemark1.7218 g gi|395398441|sp|QOUSP8.2  IDH2_SCHPO: Isocitrate [NAD] subunit 2, mi IDH2 : Subunit of mitochondrial NAD(+)-dependent isocitrate dehydrogenase 164,12 40822,23 16,98 5 893605 21 1786406 8,41E+05
228 jgilMucci2|106341|Genemark12104 g gi|302595585|sp|POCH36.1  ADHC1_MYCS2: NADP-dependent alcohol dehydrogenase C 1 (Ms-ADHC) ADH7: NADPH-dependent medium chain alcohol dehydrogenase with broad substrate specificity 170,12 38515,57 13,14 4 2,216-06 46 506E406  1,09E406
230 jgi|Mucci2|106485|Genemark1.2248 g i|338817898|sp|P052013  AATC_MOUSE: Aspartate aminotransferase, cytoplasmic (cAspAT) AAT2: Cytosolic aspartate aminotransferase involved in nitrogen metabolism 42381 47938,13 15,63 7 4,67€-05 23 119406 5,07E+05
244 jgi|Mucci2|104482|Genemark1.245_g gi1730222|sp|P16387.2 (ODPA_YEAST: Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha PDAL: E1 alpha subunit of the pyruvate dehydrogenase (PDH) complex 114,71 43330,31 13,49 5 1,656-04 37 7,526405 2,036405
245 jgi|Mucci2| 104482 | Genemark1.245_g 8i17302225p|P16387.2 ODPA_YEAST: Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha PDAL: E1 alpha subunit of the pyruvate dehydrogenase (PDH) complex 144,42 43330,31 13,23 5 8,35€-08 98 110E406  1,126+05
249 jgi|Mucci2|131362|gw1.01.2396.1 gi|550600172|sp|BOWYEE.1  VRDA_ASPPA: Versiconal hemiacetal acetate reductase YPLOBBW: Putative aryl alcohol dehydrogenase , involved in oxidative stress response 201,19 38227,18 20,75 6 7,86E-08 25 3,976406 1,58E+06
254 jgilMucci2|110754|Genemark1.6517 g gi|1168767|sp|Q03700.1  CARP4_RHINI: Rhizopuspepsin-4; Aspartate protease PEPA : Vacuolar aspartyl protease (proteinase A), required for the posttranslational precursor maturation of vacuolar proteinases 118,37 41976,18 13,07 5 8,87E-05 19 842E405  4,44E405
255 jgilMucci2|113965|Genemark1.9728_g  gi|1175939|sp|P43567.1  AGXI_YEAST: Alanine-glyoxylate aminotransferase 1 AGX1 : Alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT) 307,63 41316,20 29,10 8 1,436-06 53 2,01E406  3,80E405
256 jgilMucci2|111343|Genemarkl.7106 g gi|3183074|5p|002640.1  MDHM_CAEEL: Probable malate dehydrogenase, mitochondrial MDH1 : involved in the glyoxylate cycle 554,53 34547,47 24,85 1 3,386-06 48 4,92€405  1,03E405
263 jgi|Mucci2|106157|Genemark1.1920 g gi|74622867|sp|Q8X176.1  PHOA_ASPFU: Acid phosphatase; Flags: Precursor x 371,43 37506,75 25,29 7 5,216-08 27 18OE+07  6,63E+06
267 jgi|Mucci2|111: 106_g £i|3183074|5p| 002640.1 MDHM_CAEEL: Probable malate dehydrogenase, mitochondrial MDH1 : involved in the glyoxylate cycle 117,22 34547,47 19,43 4 7,42E-06 2,0 4,87E+06 2,43E+06
270 jgilMucci2|104071|Muccil.FSI_estéxt_fgene: gi|30580445|sp|Q96UF1.1  G3P3_MUCCL: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 (GAPDH) TDH3: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, isozyme 3, involved in glycolysis and gluconeogenesis 186,52 36154,62 18,21 5 6,16E-06 17 1,10E407  6,30E+06
273 jgi|Mucci2|104071| Muccil.FSI_estExt_fgene:gi|30580445|sp|Q96UF1.1  G3P3_MUCCL: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 (GAPDH) TDH3: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, isozyme 3, involved in glycolysis and gluconeogenesis 164,16 36154,62 19,82 5 6,29€-04 16 1,30E+07 8,096+06
277 jgilMucci2|1 11697 gil QY7R8.1  MDHM_SCHPO: Malate dehydrogenase, mitochondrial; Flags: Precursor MDH1: malate catalyzes of malate and 345,39 35652,82 2,22 6 3,96E-04 25 848E406  3,33E406
281 jgi|Mucci2|1: 111697_¢ gl Q9Y7R8.1  MDHM_SCHPO: Malate dehydrogenase, mitochondrial; Flags: Precursor MDH1: Mitochondrial malate dehydrogenase, catalyzes interconversion of malate and oxaloacetate 86,18 35652,82 18,21 4 1,406-04 30 2748406 9,17E+05
324 jgi|Mucci2|111902|Genemark1.7665 g i|50400901|sp|Q72L24.1  MTAP_LEPIC: S-methyl-5'-thicadenosine phosphorylase MEU1: Methylthioadenosine phosphorylase (MTAP), catalyzes the initial step in the methionine salvage pathway 222,40 32822,65 18,73 5 4,616-04 17 1,26406  7,38E+05
327 jgi|Mucci2|111902|Genemarkl.7665 g gi|50400901|sp|Q72LZ4.1  MTAP_LEPIC: S-methyl-5"thioadenosine phosphorylase MEU1: Methylthioadenosine phosphorylase (MTAP), catalyzes the initial step in the methionine salvage pathway 170,60 32822,65 13,04 4 4,00£-03 20 2316406 1,14E406
331 jgilMucci2|1159 111741 g gi74591280|sp|QSAFO3.1  HSP31_CANAL: Glyoxalase 3; Glutathione-independent HSP31 : Possible chaperone and cysteine protease with similarity to E. coli Hsp31 147,45 30818.46 2179 4 6,926-04 18 3,08E406  1,69E406
441 jgi|Mucci2|111818|Genemark1.7581 g gi|75264210|sp|QILSQS5.1  FQRL_ARATH: NAD(P)H dehydrogenase (quinone) (FQR1) YCP4 : Protein of unknown function, has sequence and structural similarity to flavodoxins 140,84 21681,98 2386 3 9,426-07 22 1216406 5436405
501 jgilMucci2|115764|Genemark1.11527_g gi16648092|sp|P37837.2 TALDO_HUMAN: Transaldolase NQM1: Transaldolase is important for the balance of metabolites in the pentose-phosphate pathway (By similarity) 331,29 35614,40 20,12 7 7,79E-04 16 4,40E+06 2,68E+06
502 jgi|Mucci2|1078 13641g @i 2473.2 ODPB_YEAST: Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta PDBL: E1 beta subunit of the pyruvate dehydrogenase (PDH) complex 266,71 39507,10 13,37 5 6,276:04 16 4716406 3,02€406
507 jgi|Mucci2|111681|Genemark1.7444_g 113914998 |5p| 004996.3 SODC_SOLCS: Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1 : Cytosolic copper-zinc superoxide dismutase 373,23 15547,85 61,97 6 nd nd oN OFF
508 jgi|Mucci2|107726|Genemark13489_g  gi|75301121|sp|Q8L706.1  SYTS_ARATH: Synaptotagmin-5 (NTMC2T2.1) TCB3 : Lipid-binding protein, localized to the bud via specific mRNA transport 334,41 15096,58 72,26 7 nd nd oN OFF
509 jgi|Mucci2|1077. 1.3489_g gi|75301121|sp|Q8L706.1 __ SYTS_ARATH: 5 (NTMC2T2.1) TCB3 : Lipid-binding protein, localized to the bud via specific mRNA transport 397,48 15096,58 78,83 8 nd nd OoN OFF
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Supplementary Table 6. Identification of the protein spots showing significant up-regulation in CA media for M. circinelloides CBS 277-49.

Crosses indicate the absence of homology with S. cerevisiae proteins.

Spot_id Blast accession Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass Coverage  #peptides  Anova (p) Fold Average Normalised volumes
UniProtKB/Swiss-Prot UniProtkB/Swiss-Prot PDA cA
15 jgi|Mucci2|106643| Genemark1.2406_g 8i[128062|sp| P08473.2 NEP_HUMAN: Neprilysin; Atriopeptidase x 394,76 82362,85 16,18 12 0,001 1,90 3,206406 5,98E406
20 jgi|Mucci2|110110| Genemark1.5873_g §11298351541|sp|BOYB6S5.1  BGLL_ASPFC: Probable beta-glucosidase L; Beta-D-glucoside x 214,11 78945,48 877 5 1,56E-04 2,20 2,50E405 5,41E405
22 jgi|Mucci2|110110| Genemark1.5873_g §11298351541|sp|BOYB6S.1  BGLL_ASPFC: Probable beta-glucosidase L; Beta-D-glucoside x 244,34 78945,48 10,17 6 1,186-05 3,50 1,38E+05 4,89E405
28 jgi|Mucci2| 107036| Genemark1.2799_g £i174597130| sp | QSBIF2.1 BGLL_EMENI: Probable beta-glucosidase L; Beta-D-glucoside X 396,27 78324,18 13,79 8 1,91€-06 3,40 5,01E+05 1,70E+06
29 jgilMucci2|127275|gw1.06.1068.1 £11166208494|5p| Q007663 PHS1_DICDI: Glycogen phosphorylase 1(GP1) GPHI: N | glycogen phospl required for the of glycogen 154,88 94460,72 7,34 6 3,61E-09 410 1,69E+06 6,96E406
30 jgilMucci2|127275|gw1.06.1068.1 £11166208494|5p| Q007663 PHS1_DICDI: Glycogen phosphorylase 1(GP1) GPHIL:N | glycogen phospl required for the of glycogen 461,23 94460,72 15,85 13 6,51E-06 4,00 6,21E+05 2,49E406
32 jgilMucci2|127275|gw1.06.1068.1 £11166208494|5p| Q007663 PHS1_DICDI: Glycogen phosphorylase 1(GP1) GPH1:N | glycogen required for the of glycogen 158,46 94460,72 641 5 7,81E-07 2,70 1,886406 5,136406
47 jgi|Mucci2|110109] Genemark1.5872_g £11298351541|5p|BOYB65.1  BGLL_ASPFC: Probable beta-glucosidase L; Beta-D-glucoside x 431,94 78471,38 19,92 2 8,356-04 430 9,34E+05 3,99E406
58 jgilMucci2| 108229 3992 g gil 24155.4  THOP1_RAT: Thimet oligopeptidase; Endo-oligopeptidase PRI Zinc metalloendopeptidase, found in the cytoplasm and intermembrane space of mitochondria 175,70 76615,64 11,35 7 1,14€-06 1,9 9,46E+05 1,78E406
75 jgilMucci2|108072| 13835 ¢ gil Qo1877.1 HSP71_PUCGR: Heat shock protein HSS1 SSA3: ATPase involved in protein folding and the response to stress 495,53 70882,92 16,61 10 1,95€-05 2,9 1716406 4,95E+06
8 jgilMucci2|113497| Genemark1.9260_g £1/902951556/sp|VSYMB3.1  DAPB3_PSEMIX: Dipeptidyl aminopeptidase Bill (DAP Blll) x 232,79 73481,10 6,44 4 5,19€-07 2,9 1,07€+06 3,05E406
8 jgilMucci2|112584| Genemark1.8347_g £i[121735073|sp|QOCDB3.1  AMPP1_ASPTN: Probable Xaa-Pro aminopeptidase P (AMPP) FRAL: Protein involved in negative regulation of transcription of iron regulon 267,61 66659,91 13,06 6 5,736-07 2,70 1,736+06 4,60E+06
103 jgi|Mucci2| 118095|gw1.04.201.1 811166203663 | sp| P36415.2 HS7C1_DICDI: Heat shock cognate 70 kDa protein 1 (HSC70-1) $SB2: Cytopl: \TPase that is a rib d molecular chaperone 691,72 59053,42 35,26 14 1,11E-05 2,30 2,61E+06 5,94E+06
136 jgi|Mucci2| 114708| Genemark1.10471_g £i[1169291|sp|P41751.1 ALDH_ASPNG: Aldehyde dehydrogenase (ALDDH; ALDH) ALD4 : Mitochondrial aldehyde dehydrogenase, required for growth on ethanol and conversion of acetaldehyde to acetate 148,91 54217,45 9,55 4 1,98E-05 2,00 6,37E+05 1,27€+06
176 jgi|Mucci2| 106677| Genemark1.2440_g £i174851485|sp| QS4EWL1  GLYC2_DICDI: Serine hydroxymethyltransferase 2 (SHMT 2) SHM2: Cytosolic serine hydroxymethyltransferase, converts serine to glycine plus 5,10 methylenetetrahydrofolate 592,90 51117,11 28,02 2 4,21E-06 470 3,90E+06 8,39E+06
191 jgilMucci2| 110105] 68 g gili1 26197.1 ACT2_ABSGL: Actin-2 ACTL: Actin, structural protein involved in cell i is, and other functions 221,00 41709,88 19,53 6 1,00€-03 2,40 1476406 3,536406
197 jgi|Mucci2| 110105| Genemark1.5868_g £i1113229]sp|P26197.1 ACT2_ABSGL: Actin-2 ACTI: Actin, structural protein involved in cell is, and other functions 83,34 41709,88 11,08 4 2,46E-04 2,10 6,26E+06 1,336407
202 jgilMucci2|1 111592 ¢ gl SHOJ3.1  URCA_LACKL: Uracil catabolism protein 4; Pyrimidine-degrading x 105,13 47900,85 9,43 4 8,7736-04 2,80 87316405 2,4186406
204 jgilMucci2| 1251 ¢ gi .1 IDHP_PIG: Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial 10P1: NADP-specifici catalyzes the oxidation of isocitrate to alpha-ketoglutarate 145,18 36100,00 17,07 5 2,8526-04 230 3,479E405 8,027€405
208 jgilMucci2|116005| k111768 g gil |spQ09913.1 ALLC_SCHPO: Probable allantoicase; Allantoate DAL2: Allantoicase, converts allantoate to urea and ureidoglycolate in the second step of allantoin degradation 388,14 3835433 25,29 7 5,34E-05 1,70 2,07E+06 3,626+06
209 jgi|Mucci2|116010| Genemark1.11773_g 2i130913146| sp| Q9P7L5.1 OAT_SCHPO: Ornithine aminotransferase car2; Ornithine--oxo-acid CAR2: L-ornithine transaminase (OTAse), catalyzes the second step of arginine degradation 111,38 47084,26 9,81 4 0,002 3,50 2,15E405 7,61E405
23 jgi|Mucci2|1 1.9803 ¢ gl P70584.1 ACDSB_RAT: Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase x 137,58 45242,16 657 3 6,05E-05 2,50 6,91E+05 1,74E406
224 jgilMucci2|114873| Genemark1.10636_g £i26006698|sp|QIDBLL1  ACDSB_MOUSE: Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase x 60,60 46567,69 4,2 2 2,486-05 3,00 1,76E+06 5,23+06
328 jgi|Mucci2|104368| Genemark1.131_g £i120141190|5p| 042766.2 1433 CANAL: 14-3-3 protein homolog BMH2: 14-3-3 protein, minor isoform; controls proteome at post-transcriptional level, binds proteins and DNA 182,34 30015,01 13,97 3 3,61E-04 2,00 3,586+06 7,036406
364 jgilMucci2| 1151 1.10873 g Ell P28024.2 PSB4_XENLA: Proteasome subunit beta type-4; Macropain PREA : Beta 7 subunit of the 205 proteasome 39,70 29903,77 2,95 1 7,086-04 1,9 7,926405 1,526+06
505 jgi|Mucci2|119945|gw1.02.472.1 gi|75147703|sp|Q84QK0.1  OPR1_ORYS): 1. reductase 1; 1 10,11-red OYE2: Conserved NADPH oxidoreductase containing flavin mononucleotide (FMN) 451,12 39898,16 26,80 9 2,66E-04 2,50 7,87€+05 1,99E406
506 jgi|Mucci2|116005| k1.11768 g £]1351910|5p| Q09913.1 ALLC_SCHPO: Probable icase; Allantoate DAL2: icase, converts allantoate to urea and urei in the second step of allantoin 198,13 38354,33 18,10 5 1,426-05 2,50 1,136:06 2,87E406
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Supplementary Table 7. Identification of the protein spots showing significant up-regulation in PDA for M. endophyticus CBS 385-95. Crosses

indicate the absence of homology with S. cerevisiae proteins.

Spot_id Accession Blast accession Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass Coverage  fipeptides Anova(p) Fold Average Normalised volumes
UniProtKB/Swiss-Prot UniProtKB/Swiss-Prot PDA cA

12 jgi|Mucci2| 110601 | Genemark1.6364_g  gi|1730180|sp|P52031.1  G6PI_DROYA: Glucose-6-phosphate isomerase (GPI) PGI1: Glycolytic enzyme phosphoglucose isomerase 3825 6266157 3,69 2 0,003 19 2,32E+05 1,23E405
115 jgi| Mucci2| 110264| Genemark1.6027_g  gi|30913128|sp|Q9UT19.1  METE_SCHPO: Probable 5 MET6 : Cobalamin-i synthase 13261 8606545 2,9 2 271605 17 4,08E+06 2,42E+06
149 jgi | Mucci2| 112287| Genemark1.8050_g  gi|85701343|sp|Q96VA4.1  GLGB_ASPOR: 1,4-alpha-glucan-branching enzyme; Gly branching GLC3 : Glycogen branching enzyme 28,60  80636,23 8,46 6 244E:07 3,2 1,03£407 3,20E406
235 jgi| Mucci2| 109729 Genemark1.5492_g  gi|754306436]sp| GSEFZ1.1 ~ GPMI_CAEEL: 2,3 i x 159,06 56311,91 8,81 3 506E-04 17 2,336406 1,38E406
244 jgi| Mucci2| 108878 Genemark1.4641 g gi|52783197|sp|Q753M0.1  PCKA_ASHGO: Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] PCK1: uvate key enzyme in 6051 6267411 1,76 1 121E:05 28 4,10E+05 1,49E405
269 jgi| Mucci2| 109729 Genemark1.5492_g  gi|754306436]sp| GSEFZL1 ~ GPMI_CAEEL: 2,3 i erate x 6098 5631191 6,26 2 972605 21 5,626+05 2,71E+05
287 jgi| Mucci2| 106459 Genemark1.2222 g gi|12231053|sp|P78811.2  UGPAL_SCHPO: Probable UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase UGP1: UDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase) 11863  56559,25 14,20 4 637605 19 3,87E+06 2,08E+06
291 jgi| Mucci2| 106459 Genemark1.2222 g gi|12231053|sp|P78811.2  UGPAL_SCHPO: Probable UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase UGP1: UDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase) 204,17 5655925 9,53 4 293605 32 8,39E+06 2,62E+06
295 jgi| Mucci2| 115358 Genemark1.11121 g gi|2495217|sp|Q92407.1  HXKG_ASPNG: Glucokinase (GLK) HXK1 : Hexokinase isoenzyme 1 18951 5280178 14,58 6 1U4E-05 3,7 3,06E+05 8,20E404
338 jgi| Mucci2| 114397| Genemark1.10160_g  gi|12230023|sp|074286.1  ENO_CUNEL: Enolase;2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENO1: Enolase | 250,46 4696325 23,33 7 838E-06 32 6,00E+05 1,91E+05
341 jgi| Mucci2| 172698 | estExt_Genewise1.C_ gi|54035970|sp| Q6CSH4.1  GSHR_YARLI: Glutathione reductase (GR; Grase) GLR1: Cytosolic and mi ial 58,58 4487592 5,65 2 501604 23 7,52E405 3,21E405
345 jgi | Mucci2| 106677| Genemark1.2440_g  gi|74851485|sp| QS4EWL.1  GLYC2_DICDI: Serine hydroxymethyltransferase 2 (SHMT 2) SHM2 :Cytosolic serine hydroxymethyltransferase 12800  51117,11 8,41 3 491606 16 6,09E406 3,926406
350 jgi| Mucci2| 114397| Genemark1.10160_g  gi|12230023|sp|074286.1  ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENO1: Enolase | 322,12 4696325 7,7 8 803605 138 6,48E+06 3,636+06
351 jgi| Mucci2| 107041| Genemark1.2804 g gi|12229635|sp|060037.1  6PGD_CUNEL: decar GND2:6 194,40 5272560 15,03 6 1,00E-03 17 5,65E+06 3,336+06
387 jgi| Mucci2| 111548 Genemark1.7311 g gi| 266758 sp| P29406.1 PGK2_RHINI: Phosphoglycerate kinase 2 PGK1: 3-phosphoglycerate kinase 144,66 46278,13 10,71 4 339607 138 4,34E+06 2,38E+06
480 jgi|Mucci2| 107011| Genemark1.2774_g  gi|158515407|sp|P00817.4  IPYR_YEAST: Inorganic pyrophosphatase; Pyrophosphate IPP1: Cytoplasmic inorganic pyrophosphatase (PPase) 130,03 3198933 12,76 3 1,53€-05 18 1,75E+06 9,52E+05
487 jgi|Mucci2| 114446| Genemark1.10209_g  gi|44888975sp|P53444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis 167,84 39604,87 11,11 4 1,38E-08 48 1,35E+06 2,82E+05
494 jgi| Mucci2| 114446 Genemark1.10209_g  gi|44888975|sp|P53444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis 102,53 39604,87 833 3 1,33€-05 3 7,79E+05 2,61E405
501 jgi| Mucci2| 114446 Genemark1.10209_g  gi|44888975|sp|P53444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBA1: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis 107,09 39604,87 6,11 2 438607 44 4,05E+06 9,15E405
537 jgi| Mucci2| 115764| Genemark1.11527_g  gi|6648092|sp|P37837.2  TALDO_HUMAN: Transaldolase NQML : Transaldolase is important for the balance of in the pent pathway (By similarity) ~ 49,79 35614,40 6,19 2 9,9E-10 25 5,79E+06 2,36E+06
540 jgi| Mucci2| 115764| Genemark1.11527_g  gi|6648092[sp|P37837.2  TALDO_HUMAN: Transaldolase NQM1 : Transaldolase is important for the balance of metabolites in the pentose-phosphate pathway (By similarity) 68,17  35614,40 6,19 2 827605 2,7 1,02€+07 3,72E+406
544 jgi| Mucci2| 111837| Genemark1.7600_g  gi|327488286]sp| ALDBWO.1 MEP_NEOFI: inase MEP; x 114,14 82110,89 536 3 649E-04 23 3,86E+06 1,69E+06
552 jgi| Mucci2| 107878 Genemark1.3641 g gi|585609]sp|P32473.2 ODPB_YEAST: Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta PDBL: E1 beta subunit of the pyruvate dehydrogenase (PDH) 14577 39507,10 10,31 4 157608 3,1 2,00E+06 6,40E+05
571 jgi| Mucci2| 115934| Genemark1.11697_g  gi|74626323|sp|Q9Y7R8.1  MDHM_SCHPO: Malate dehydrogenase, mitochondrial; Flags: Precursor MDH1 : Mitochondrial malate dehydrogenase 190,53 35652,82 19,14 5 230602 17 6,25E+06 3,74E+06
604 jgi| Mucci2| 113658 Genemark1.9421 g gi|6919838|sp|Q9X248.1  FABG_THEMA: 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase FabG FOX2 : Multifunctional enzyme of the peroxisomal fatty acid beta-oxidation pathway 7527 2943898 337 2 20003 138 4,34E+05 2,38E405
605 jgi| Mucci2| 111902| Genemark1.7665_g  gi|50400901|sp|Q72z4.1  MTAP_LEPIC: hyl-5"thi ine phosphory MEU1 : Methylthioadenosine phosphorylase (MTAP) 95,82 3282265 9,70 3 302604 16 2,40E+06 1,50E+06
624 jgi| Mucci2| 107118| Genemark1.2881 g gi|2492491|sp|Q99002.1  1433_TRIHA: 14-3-3 protein homolog (Th1433) BMH2 : 14-3-3 protein, minor isoform; controls proteome at post-transcriptional level, binds proteins and DNA 182,91  27624,81 25,50 5 335608 33 8,80E+05 2,66E+05
625 jgi | Mucci2| 110805 Genemark1.6568_g  gi|347602285|sp|E9DBV9.1  LAP1_COCPS: Leucine aminopeptidase 1; Leucyl YDRA15C : Putative aminopeptidase 6352  42302,68 6,77 2 1,55€-05 2,4 1,51€+06 6,20E405
649 jgi| Mucci2| 106693| Genemark1.2456_g  gi|2501556|sp|Q03161.1  YMY9_YEAST: Gl 6 1 D-h 6 YMRO099C : Gl 6 1 (h 6 11682 3116589 813 3 485605 17 2,056+06 1,20€406
669 jgi| Mucci2| 110444 Genemark1.6207_g  gi|34978339|sp|P92177.2  1433E_DROME: 14-3-3 protein epsilon; Suppressor BMH : 14-3-3 protein, major isoform; controls proteome at post-transcriptional level, binds proteins and DNA 9524 29329,60 13,53 3 602608 3,1 6,38E+06 2,04E+06
725 jgi| Mucci2| 110871| Genemark1.6634 g gi|12229888|sp|014250.1  PSA6_SCHPO: Probable proteasome subunit alpha type-6 PRES : Alpha 6 subunit of the 20S proteasome 11005  34670,33 11,75 3 253604 17 1,046+06 6,05E+05
731 jgi| Mucci2| 122162] gw1.06.581.1 £i19910829]sp|Q9QUMI.1  PSA6_MOUSE: Proteasome subunit alpha type-6; Macropain SCL1: Alpha 1subunit of the 205 proteasome involved in the degradation of ubiquitinated substrates 186,83 26830,73 18,52 4 556604 138 2,93E+06 1,63E+06
736 jgi| Mucci2| 106375| Genemark1.2138 g gi| 140338|sp| P21367.1 YCAC_ECOLI: Uncharacterized protein YcaC x 147,34 25111,82 9,21 2 330606 54 3,36E+06 6,19E+05
739 jgi| Mucci2| 106375| Genemark1.2138 g gi|140338|sp| P21367.1 YCAC_ECOLI: Uncharacterized protein YcaC x 41,59 2511182 9,21 2 S8IE04 18 8,02E+05 4,51E+05
756 jgi| Mucci2| 115186 Genemark1.10949_g  gi|189037490| sp| ASUQVO.1  UPP_ROSS1: Uracil phosphoribosyltransferase (UMP) FUR1: Uracil phosphori UMP from uracil 62,55  23238,96 12,80 2 652606 3,1 1,31E+06 4,236405
784 jgi| Mucci2| 114248 Genemark1.10011 g gi|17380206|sp|QIB83.1  PSB1B_CARAU: Proteasome subunit beta type-1-B; 205 PRE7 : Beta 6 subunit of the 205 proteasome 5366  25962,89 5,93 1 2,00-03 2 3,76E+05 1,86E+05
805 jgi| Mucci2| 114248 Genemark1.10011 g gi|17380206|sp|QIB83.1  PSB1B_CARAU: Proteasome subunit beta type-1-B; 205 PRE7 : Beta 6 subunit of the 20S proteasome 57,9  25962,89 593 1 9,39E-05 2 1,136+06 5,66E+05
851 jgi| Mucci2| 111818 Genemark1.7581 g gi|75264210|sp|Q9LSQ5.1  FQRL_ARATH: NAD(P)H dehydrogenase (quinone) FQR1 YCP4: Protein of unknown function, has sequence and structural similarity to flavodoxins 8635 2168198 13,71 2 263605 23 3,67E+06 1,62E406
1247 jgi| Mucci2| 106375 Genemark1.2138 g gi| 140338|sp| P21367.1 YCAC_ECOLI: Uncharacterized protein YcaC x 14825  25111,82 9,21 2 510607 438 1,44E+06 3,00E+05
1253 jgi| Mucci2| 108878 Genemark1.4641 g gi|52783197|sp|Q753M0.1  PCKA_ASHGO: Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] PCK1: uvate c: , key enzyme in 16231 62674,11 6,85 4 844E-06 3,1 1,22E+06 3,96E+05
1276 jgi| Mucci2| 116282 Genemark1.12045 g gi|8134725|sp|Q9Y8H7.1  SPEE_NEUCR: Spermidine synthase (SPDSY; Putrescine) SPE3: Spermidine synthase, involved in biosynthesis of spermidine and also in biosynthesis of pantothenic acid 140,57 33111,59 831 3 739607 25 9,22E+05 3,64E405
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Supplementary Table 8. Identification of the protein spots showing significant up-regulation

indicate the absence of homology with S. cerevisiae proteins.

in CA for M.

endophyticus CBS 385-95. Crosses

Spot_id Accession Blast accession
UniProtKB/Swiss-Prot
126 jgi|Mucci2|108229] Genemark1.3992_g gl |P24155.4
148 jgi|Mucci2|112287| Genemark1.8050_g £i185701343|sp| Q96VA4.1
163 jgi|Mucci2|112584| Genemark1.8347_g 811121735073 sp| QOCDB3.1
168 jgi|Mucci2|115108| Genemark1.10871_g 811110279031 sp| Q35ZH7.3
172 jgi|Mucci2|107314] Genemark1.3077_g £i168565909|sp| Q8L831.1
173 jgi|Mucci2|115108| Genemark1.10871_g 811110279031 sp| Q35ZH7.3
201 jgi|Mucci2|112888| Genemark1.8651_g £i121759254|sp| 094544.1
213 jgi|Mucci2|172161| estExt_Genewise1.C_041754 £i174680843|sp| QSB041.1
214 jgi|Mucci2|110164| Genemark1.5927_g £i174626015|sp| QOUUEG.1
241 jgi|Mucci2|116148| Genemark1.11911 g £i141018184[sp| Q7VINS.1
260 jgi|Mucci2|107010| Genemark1.2773 g £i46397825sp|P28345.2
275 jgi|Mucci2|118191|gw1.03.289.1 £i1189027294|sp| ABNRAS.1
283 jgi|Mucci2|115025| Genemark1.10788 g £i1395398434|sp| Q9P6I2.2
309 jgi|Mucci2|117344]gw1.04.111.1 £i174582210|sp| 059711.1
311 jgi|Mucci2|112503| Genemark1.8266_g 811294862544 |sp| P49419.5
3124 jgi|Mucci2| 117344 gw1.04.111.1 £i174582210{sp| 059711.1
3128 jgi|Mucci2|112503| Genemark1.8266_g 811294862544 sp| P49419.5
316 jgi|Mucci2|114397| Genemark1.10160_g £i112230023|sp| 074286.1
317 jgi|Mucci2|114431| Genemark1.10194_g 81122107065 sp| Q17M80.1
318 jgi|Mucci2|114955| Genemark1.10718 g £i121805180|sp| Q2UPZ7.1
395 jgi|Mucci2|110760| Genemark1.6523 g £i1172052453|sp| A6QP15.1
518 jgi|Mucci2|104071| Muccil.FSI_estExt_fgeneshMC_kg.C_130033 gi|30580445|sp| QI6UFL 1
584 jgi|Mucci2|108959| Genemark1.4722_g £i44888975sp| P53444.2
585  jgi|Mucci2|110046] Genemark1.5809_g £i13914413|5p| P90513.1
1157 jgi|Mucci2| 111681| Genemark1.7444_g 8113914998 5p| 004996.3
1251 jgi|Mucci2| 108573| Genemark1.4336_g £i114285475|sp| 074225.1
1252 jgi|Mucci2| 108573| Genemark1.4336_g £i114285475|sp| 074225.1
1250 jgi| Mucci2| 109398| Genemark1.5161_g £i1189027294|sp| ABNRAS. 1
1273 jgi| Mucci2| 104068| MucciL.FS|_estExt_fgeneshMC_kg.C_10396 _gi|30580446(sp| Q96UF2.1

Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass Coverage #peptides Anova(p) Fold Average Normalised volumes
UniProtKB/Swiss-Prot PDA cA
THOP1_RAT: Thimet oligopeptidase; Endo-oligopeptidase PRD1: Zinc metalloendopeptidase, found in the cytoplasm and intermembrane space of mitochondria 308,52 76615,64 14,94 9 550E-07 2,7  1,826406 4,84E+06
GLGB_ASPOR: 1,4-alpha-glucan-branching enzyme; Glycogen-branching  GLC3: Glycogen branching enzyme 452,83 80636,23 12,9 9 119E08 41  3,54E406 8,626406
AMPP1_ASPTN: Probable Xaa-Pro aminopeptidase P (AMPP) FRAL: Protein involved in negative regulation of transcription of iron regulon 72,73 66659,91 612 2 642606 3 3,03€405 8,98E+05
LKHA4_BOVIN: Leukotriene A-4 hydrolase; LTA-4 hydrolase LAP2: Leucyl ami idase ysclV iene A4 with epoxide hydrolase activity 118,34 70047,33 519 3 L7107 25  1,00E406 2,75E406
NUDT3_ARATH: Nudix hydrolase 3 (AtNUDT3) X 232,45 60078,67 7,69 5 574807 42 1546405 6,40E+05
LKHA4_BOVIN: Leukotriene A-4 hydrolase; LTA-4 hydrolase LAP2: Leucyl yscV. iene A4 with epoxide hydrolase activity 155,36 70047,33 7,23 4 1,39E06 26  161E+06 4,16E+06
LKHA4_SCHPO: Leukotriene A-4 hydrolase homolog (LTA-4) LAP2: Leucyl yscV. iene A4 with epoxide hydrolase activity 115,85 70193,33 658 4 541E-05 27 1326406 3,52€406
HSPE0_EMENI: Heat shock protein 60; 60 kDa chaperonin HSP60: i required for ATP folding of precursor polypeptide 70,20 41304,38 373 1 673€-06 19  1,126+06 2,09E+06
SYKC_SCHPO: Lysine--tRNA ligase, cytoplasmic; Lysyl-tRNA KRS1: Lysyl-tRNA synthetase 133,21 65202,51 5,07 3 700603 3 4,80E+05 1,46E+06
TIG_HELHP: Trigger factor (TF; PPlase) x 38,02 65259,27 2,02 1 800E-03 36  1,80E+05 6,41E+05
MASY_NEUCR: Malate synthase, glyoxysomal; Acetate DAL :Malate synthase 75,06 61954,03 4,26 2 100E-02 21  650E+05 1,35E+06
ACEA_COPCY: Isocitrate lyase (ICL; Isocitrase) ICL1: Isocitrate lyase 396,34 58765,64 18,54 9 2,29E04 22 3,22E406 7,07€+06
DUG1_SCHPO: Cys-Gly metallodipeptidase dugl (GSH) DUG1 : Cys-Gly metallo-di-peptidase 225,44 52276,47 18,32 7 370608 27 3356406 9,17€+06
LYS9_SCHPO: i [NADP(+), L-glutamate-forming] LYS9: i 196,36 50246,75 11,40 5 669E-05 19  1,17E+06 2,206406
AL7A1_HUMAN: Alph, Alpha-AA ALD4 : Mitochondrial aldehyde dehydrogenase 158,93 58144,23 663 3 617E:05 3 3,96E+05 1,19E+06
LYS9_SCHPO: [NADP(+), L-glutamate-forming] LYS9 : Saccharopine dehydrogenase (NADP+, L-glutamate-forming) 169,23 50246,75 7,24 4 665€-04 25  3,69E+05 9,336+05
AL7A1_HUMAN: Alpha-aminoadi Alpha-AA ALD4 : Mitochondrial aldehyde dehydrogenase 103,29 58144,23 890 4 665E-04 25  3,69E+05 9,336+05
ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENO1: Enolase | 231,43 46963,25 21,71 6 4,76E-04 1,8 1,40E+06 2,49E+06
MMSA_AEDAE: Probable ALD4: Mif ial aldehyde 202,04 57854,29 13,71 5 300E-03 1,8  1,12€406 2,06E+06
DNPEP_ASPOR: Aspartyl aminopeptidase (DAP) APE4: Cytoplasmic aspartyl aminopeptidase that may also function in the vacuole 23024 52488,05 9,22 4 141604 41 4256405 1,75E+06
HOT_BOVIN: Hydroxyacid-oxoacid transhydrogenase, mitochondrial ADH4 : Alcohol dehydrogenase isoenzyme type IV 108,52 51491,21 12,39 4 0003 240  1,76E+06 4,24E406
G3P3_MUCCL: Gl 3(GAPDH) TDH3: Gly isozyme 3, involved in glycolysis and gluconeogenesis 161,98 36154,62 14,63 4 4,05€-05 2,7 2,60E+06 7,01E+06
ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase 160,11 39348,54 20,45 6 2,85€-06 38 3576405 1,36E+06
PSA3_ACACA: Proteasome subunit alpha type-3 PREL0: Alpha 7 subunit of the 205 proteasome 56,96 27678,00 18,33 3 L09E-05 17  2,20E406 3,77€406
SODC_SOLCS: Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1: Cytosolic copper-zinc superoxide dismutase 71,23 15547,85 7,09 1 L10E04 17  7,15€406 1,24€407
HSP83_NEUCR: Heat shock protein hsp88 SSE1: ATPase that is a component of the heat shock protein Hsp0 chaperone complex 175,00 85100,67 9,06 6 L00E-03 17  597E+05 1,036+06
HSP83_NEUCR: Heat shock protein hsp88 SSE1: ATPase that is a component of the heat shock protein Hsp0 chaperone complex 159,45 85100,67 9,57 6 2,006-03 2,1 9,49E+05 1,98E+06
ACEA_COPCT: Isocitrate lyase (ICL; Isocitrase) ICL1: Isocitrate lyase 311,58 58997,73 15,49 8 L60E-02 17  2,56E+06 4,45E406
G3P2_MUCCL: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2 (GAPDH) TDH3 : Gly phosphate dehydrogenase, isozyme 3, involved in glycolysis and gluconeogenesis 73,57 35841,44 7,69 2 290601 16 161E+06 2,51€406
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Points saillants :

Cette premiere étude de protéomique a permis :

= De confirmer la meilleure adaptation de la souche technologique et de la souche mixte a
I’environnement fromager via la comparaison de la croissance radiale et des caracteres
morphologiques, macroscopiques de 4 souches de Mucor (une technologique, une
contaminante, une mixte et un endophyte) sur deux milieux (synthétique et mimant le
fromage) ;

= D’identifier via une approche protéomique, pour les 4 souches, un total de 209 protéines
présentant des différences d’expression significatives d’un milieu par rapport a l'autre ;

= De décrire les principales voies métaboliques mises en jeu par les différentes souches en
fonction du milieu et de mettre en relation profils de croissance et activité métabolique :

- M. racemosus UBOCC-A-109155 n’a montré aucune différence significative entre les deux
milieux au niveau du métabolisme, de la croissance radiale et de ses caractéristiques
morphologiques.

- M. lanceolatus UBOCC-A-109153 utilise le cycle du TCA sur milieu PDA alors que c’est la
glycolyse qui est activée sur CA. Les voies métaboliques impliquées dans les principales
fonctions biologiques sont néanmoins similaires. Cette souche apparait comme mieux
adaptée au milieu mimant le fromage, ce qui est confirmé par un mycélium dense et une
sporulation intense.

- Chez M. circinelloides CBS 277-49, les profils de surexpression sont tres différents en
fonction du milieu. Sur milieu CA, la réponse au stress est particulierement importante, le
métabolisme des acides aminés et la glycolyse sont réduits alors que la mobilisation du
glycogéne et le métabolisme des purines est augmenté. Cette plus faible activité
métabolique sur milieu mimant le fromage pourrait expliquer la croissance limitée observée.
- M. endophyticus CBS 385-95 semble avoir un métabolisme plus actif sur milieu synthétique
PDA, avec une forte mise en oeuvre du métabolisme du carbone, de la biosynthése des
acides aminés, de la régulation transcriptionnelle et du turnover protéique. Le métabolisme
est plus réduit sur milieu mimant le fromage ou la densité du mycélium et la sporulation
sont limitées.

= De suggérer, globalement, I'existence de mécanismes d’adaptation aux milieux (PDA/CA)

spécifiques de chaque souche ;
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= D’identifier des marqueurs potentiels d’adaptation, comme les protéines THOP1, EF2,

PHS1 et GLYC2.
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11.2. Analyse interspécifique des modifications du protéome d’une souche technologique et

d’une souche contaminante occasionnelle

En complément de I'approche précédente décrivant les voies métaboliques mises en jeu par
4 souches de Mucor (une technologique, une contaminante, une mixte et un endophyte) sur
deux milieux (synthétique et mimant le fromage), nous avons réalisé une étude transversale
visant a comparer pour un méme milieu les différences d’expression protéiques inter-
espéces entre la souche technologique Mucor lanceolatus UBOCC-A-109153 et la souche
contaminante Mucor circinelloides CBS 277-49, avec l'objectif d’identifier des marqueurs

potentiels d’adaptation a I’environnement fromager.

Une partie de ce travail a été réalisé dans le cadre du stage de DUT Génie Biologique option
Analyses Biologiques et Biochimiques (2°™¢ année) de Katell JEFFROY intitulé «Analyse
protéomique comparative de Mucor lanceolatus et Mucor circinelloides en vue d’identifier
des marqueurs d’adaptation au milieu fromager». Les protocoles expérimentaux utilisés sont

identiques a ceux détaillés dans I'article n°3.

11.2.a. Identification des protéines exprimées de facon différentielle sur un méme milieu

Les gels bidimensionnels consensus correspondant a I'alignement d’'un minimum de 6 gels
pour chacune des deux souches étudiées (Figures 17 et 18) ont été analysés avec le logiciel
SameSpot qui a permis de sélectionner, pour chaque milieu testé, le gel de référence a
utiliser pour localiser les spots protéiques exprimés de maniére différentielle. Le gel
consensus de M. circinelloides CBS 277-49, constitué d’un total de 887 spots protéiques, a
été utilisé comme référence pour le milieu PDA ; et celui M. lanceolatus UBOCC-A-109153,
avec un total de 741 spots protéiques, pour le milieu CA. Les différences d’expression
protéique (surexpression, sous-expression, présence, absence) d’une souche par rapport a
I'autre sur un méme milieu ont ensuite été déterminées par analyse d’image sur la base des
profils de ces gels de référence, en appliquant une différence d’expression d’un facteur égal

ou supérieur a 1,6 (p value < 0,02).
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Figure 17 : Protéomes de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (A) et M. circinelloides CBS 277-49 (B) sur milieu
PDA. Les numéros indiqués correspondent aux spots protéiques présentant une différence d’expression
égale ou supérieure a 1,6 pour une souche par rapport a l'autre.

Un total de 165 spots protéiques a été sélectionné sur milieu PDA (142 prélevés sur les gels
de M. circinelloides CBS 277-49 et 23 sur ceux de M. lanceolatus UBOCC-A-109153) contre
138 sur milieu CA (71 prélevés sur les gels de M. circinelloides CBS 277-49 et 67 sur ceux de
M. lanceolatus UBOCC-A-109153).

L’'ensemble de ces spots a été extrait (méme mode opératoire que celui décrit dans I'article
n°3) et identifié par LC MALDI TOF-TOF au niveau de la plateforme Proteogen de I'Université
de Caen. Afin de pouvoir comparer les profils électrophorétiques inter-souches, 24 spots
témoins « de référence » localisés a des emplacements similaires sur les gels 2D de chacune

des souches (et non-identifiés comme exprimés de maniere différentielle avec le logiciel
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Poids moléculaire

SameSpot) ont été extraits et analysés pour chaque milieu en complément des spots
correspondant a des protéines exprimées de facon différentielle. Sur ces 24 spots, 14 se sont

révélés totalement identiques pour les deux milieux (Annexe 1).

Des pourcentages d’identification de 95,8% (158 spots) et 85,5% (105 spots) ont été
respectivement obtenus sur milieux PDA et CA en recherchant des similitudes avec les
génomes spécifiques disponibles dans la base de données MucorDB (plateforme ABIMS de la
Station de Biologie Marine de Roscoff). Certaines protéines ont été identifiées plusieurs fois
a partir de différents spots, ce qui peut correspondre a la présence de différentes isoformes

ou de formes ayant subi des modifications post-traductionnelles.

3 10, 3 10

.
»

Figure 18 : Protéomes de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (A) et M. circinelloides CBS 277-49 (B) sur milieu
CA. Les numéros indiqués correspondent aux spots protéiques présentant une différence d’expression égale
ou supérieure a 1,6 pour une souche par rapport a I'autre.

En intégrant ces observations, 174 protéines différentes (96 sur PDA et 78 sur CA) ont été

répertoriées pour un total de 263 spots identifiés. Le tableau 3 présente une synthese des

résultats obtenus. Son analyse démontre que le nombre de protéines surexprimées pour M.
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circinelloides CBS 277-49 est réduit de 43,2% sur milieu CA par rapport au milieu PDA alors
gue le phénomene inverse est observé pour M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (+ 186,7% de
protéines exprimées sur milieu CA par rapport au PDA). Les tableaux 4 a 7 listent en détail
les protéines identifiées pour chacune des souches et chacun des milieux, en intégrant les

homologies avec les protéines de S. cerevisiae.

Sporulation metabolism A
. . . 3,7
Structure - Cell metabolism
] 11,1
Proteasome
_ . : 3,7
Alcohol fermentation
Lipid metabolism 3.7
e . . . 9,9
Translocation - regulation
Stress profeins 14,8
sresspros . -
. . 25,9
Amino acid metabolism _ 26,7

27,2
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Amino acid metabolism I 20}9229
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Figure 19 : Répartition fonctionnelle des protéines surexprimées sur milieu PDA (A) et CA (B) pour

M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (en noir) et M. circinelloides CBS 277-49 (en gris).

La répartition fonctionnelle des 174 protéines identifiées montre que M. lanceolatus UBOCC-
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A-109153 présente de nombreuses protéines de stress sur milieu PDA (Figure 19) sur lequel
son activité est centrée sur le métabolisme des acides aminés et de I'énergie. Ce profil
fonctionnel est tres différent sur milieu CA ou la proportion de protéines de stress diminue
(14 contre 33,3%) alors que le métabolisme des lipides, la machinerie d’expression protéique
et le protéasome sont fortement mis en jeu.

Pour M. circinelloides CBS 277-49, les différences entre les deux milieux sont plus nuancées.
On note particulierement une forte activité du métabolisme lié a la sporulation sur milieu
CA, accompagnée d’un fort accroissement du métabolisme des lipides (11,4 versus 3,7%). Le
protéasome est uniquement présent sur PDA.

L'étude des protéines exprimées de maniere commune ou spécifique par chacune des

souches a été réalisée avec le logiciel Venny 2.1.0. (cf Matériels et Méthodes de I’article n°3 ;

Figure 20).
commun
M. circinelloides
M. lanceolatus
9 protéines
AMYG AMPP1 HSP71 G3P2 ALDH
spécifique ENO ACDSB OAT EF2 speécifique
/ M. lanceolatus \ / M. circinelloides \
35 protéines 26 protéines
NECP1 PSA6 PUT2 ECHM TPIS PPB CA GFA1 G6PI MCCA ADHC1 TERA
PDI ASCC3 DUG1 HS5P72 GBLP AATM KYNU HSP88 CATA NUDT3 TKT1
CISY ADK1 TREPH KPC1 GTR2 PTR1 IDHP EXGA URC4 ACT2 THOP1 SPEE
ALF GPMI GSTPA CGL GSP1 HOT ACEA ACON DAPB3 LYSS DPP5
THIL HSP75 SEVE MTAP G3P3 GDI1 SDS23 GLYC2 BGLL6PGD DNPEP

\ PRTC PURA RSSA ACLY PDX1 / \ /
/ M. lanceolatus \ / M. circinelloides \

6 protéines 74 protéines
IDHP GALE OPR1 SRK1 GLGB YK16 PHLN GSTO1 PGM IPYR GFA1 PSA6
VATB MDHM ECHM TPIS G6PI FUMH
PDA MCCA ALLC PUR8 CARP4 ADHC1

1433 BLMH YDMC DUG1 ARPC2
HSP72 MEP1 TALDO GST1 PHOA

\ / \ GBLP ...

spécifique spécifique

M. circinelloides
M. lanceolatus
9 protéines
PUT2 HSP60 CISY TKT1 METE ALF
CGL DLDH ODPA

commun

Figure 20 : Etude des protéines communément ou spécifiquement exprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-
109153 et M. circinelloides CBS 277-49 sur milieux PDA et CA.

Le nombre de protéines communes aux deux souches pour chacun des milieux est identique

(n=9) mais leur nature est totalement différente. D’autre part, pour M. lanceolatus UBOCC-
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A-109153, 6 protéines sont exprimées spécifiguement sur milieu PDA contre 35 sur milieu
CA. Pour M. circinelloides CBS 277-49, la situation inverse est observée avec 74 protéines
spécifiques sur milieu PDA contre 26 sur CA. Ces éléments vont dans le sens des
observations morphologiques et de croissance présentées précédemment. lls suggerent i)
gue la réponse adaptative est espéce-spécifique et ii) que les voies métaboliques varient

fortement en fonction du milieu.
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Tableau n°3 : Synthése des résultats de I'analyse des protéomes de M. circinelloides CBS 277-49 et M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieux PDA et CA. Les spots
protéiques présentant une différence d’expression égale ou supérieure a 1,6 entre les deux souches étudiées pour un méme milieu ont été extraits et identifiés par LC
MALDI TOF-TOF. Seules les identifications de protéines pour lesquelles plus d’une séquence peptidique a été obtenu ont été prises en compte. Pour chaque souche, le
nombre de protéines surexprimées correspondant au nombre de spots protéiques analysés et la proportion d’homologie avec le protéome de S. cerevisiae sont

indiqués.
Media Reference 2DE Proteome M. circinelloide s CBS 277-49 M. lanceolatus UBOCC-A-109153
Nb of spot Nb of spot up- Corresponding % of homology Nb of spot Nb of spot up- Correspondingnb % of homology
up- regulated nb of protein  with S. cerevisiae up- regulated of protein with S. cerevisiae
regulated identified (nb) regulated identified (nb)
PDA M. circinelloides CBS 277-49 887 142 136 81 76 (93,8%) 23 22 15 15 (100%)
CA M. lanceolatus UBOCC-A-109153 741 71 62 35 28 (80%) 67 56 43 36 (83,7%)
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Tableau n°4 : Protéines surexprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu PDA.

Blast accession Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass  coverage f#peptides Anova(p)  Fold Average Normalised Volume:
£1148474648| 5p| QOHDYA.1  YK16_SCHPO: Putative ATP-dependent RNA helicase PB1A10.06c ECM16: Essential DEAH-box ATP-dependent RNA helicase specific to the U3 snoRNP, predominantly nucleolar in distribution, required for 185 rRNA synthesis; Probable ATP-binding RNA helicase 51,26 23656685 1,07 2 001797794 2,34 94SE+004  2,21E+005
£i130913128|sp|QOUT19.1  METE_SCHPO: Probable MET6: Cobalamin-independent methionine synthase, involved in methionine biosynthesis and regeneration 522,53 28619324 4,04 8 0,01360967 3,53 54164005  1,91E+006
8i[3024751|sp|Q12630.1  TKT1_KLULA: Transketolase (TK) TKLL: Transketolase, similar to Tki2p; catalyzes conversion of xylulose-5-phosphate and ribose-5-phosphate 7-phosphate and phosphate in the pentose phosphate pathway 7630 27900773 1,10 3 001084592 2,409  234E+005 56564005
gi[597439576|5p| Q8NKEL.2 GLGB_RHIID: 1,4-alpha-glucan-branching enzyme; Glycogen-branching GLC3: Glycogen branching enzyme, involved in glycogen accumulation 2005 22126885 3,28 6 000124563 3,71 11264005 41764005
i12494072|sp|P78568.1  PUT2_AGABI: Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase PUT2: Delta-1-pyrroli ! ded protein involved in utilization of proline as sole nitrogen source 30932 31787291 3,25 8 6,026-005 3,653  3,36E+005  1,23E+006
£i12494072|5p|P78568.1  PUT2_AGABI: Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase PUT2: Delta-1-pyrroline-5 I ded protein involved in utilization of proline as sole nitrogen source 479 31787291 370 9 001617326 10,54  2,08E4004  2,20£4005
£i113124714]5p|000087.2  DLDH_SCHPO: Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial LPD1: D , the lipoamide (E3) of the pyruvate and Iti-enzy I 18935 16516612 2,86 3 001508474 4298  427E+004  1,84E4005
gi|1705871|sp|P51044.1  CISY_ASPNG: Citrate synthase, mitochondrial; Flags: Precursor CIT1: Citrate synthase, catalyzes the condensation of acetyl coenzyme A and oxaloacetate to form citrate; the rate-limiting enzyme of the TCA cycle 629,61 20882914 6,27 8 0,01836688 3,61 3,5E4005  1,27E+006
8i1158518416|5p| P54071.3  IDHP_MOUSE: Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial 1DP2: Cytosolic NADP-specific isocitrate dehydrogenase, catalyzes oxidation of isocitrate to alpha-ketoglutarate 18938 31983568 165 4 000182928 822 18264005  1,49E+006
£i175075872|5p| Q4R502.1  IDHP_MACFA: Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial DP2: Cytosolic NADP-specificisocitrate dehydrogenase, catalyzes oxidation of isocitrate to alpha-ketoglutarate 52,31 40818222 0,97 3 001835593 2,67  1,36E+005 36564005
gil1 1 GALE_BACSU: UDP-gl 5 GAL10: UDP-gl pi , catalyzes the of UDP-gal. and Ul gl in galactose 137,56  150722,66 4,09 5 00052925 3,848 50864004  1,96E+005
8i1751477035p|Q84QK0.1  OPR1_ORYSJ: 1. reductase 10,11-red OVE3: Conserved NADPH containing flavin (FMN), to Oye2p with different ligand binding and catalytic properties 553,80 11816097 1397 10 001249672 4489 1514005  6,77E+005
£i175147703|5p] Q84QK0.1  OPR1_ORYS!: 12: reductase 10,11-reductase  OYE3: Conserved NADPH containing flavin (FMN), to Oye2p with different ligand binding and catalytic properties 16620  118160,97 531 5 000302167 3217  858E+004  2,76E4005
£i[74858798|5p| QS5DV9.1  CGL_DICDI: C g lyase; C¥s3: Cystathionine gamma-lyase, catalyzes one of the two reactions involved in the pathway that yields cysteine from with the y formation of 71,98 1695765 1,88 2 000593385 42  653E:004  2,74E+005
8i[730222|5p|P16387.2  ODPA_YEAST: Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha PDAL: E1 alpha subunit of the pyruvate dehydrogenase (PDH) complex, catalyzes the direct oxidative decarboxylation of pyruvate to acetyl-CoA; phosphorylated; regulated by glucose 11443 24860590 1,24 3 000852135 2539  L65E4005  4,19E4005
£i1143955275|sp| AIVYV7.1 ALF_CAM: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBAL: Fructose 1,6-bisphosphate aldolase, required for glycolysis and gluconeogenesis; catalyzes conversion of fructose 1, 3-Pand 13981 470509 1587 4 001139298 3,155 2,04E4005  6,44E+005
8i[27151695|5p| 094547.1  SRK1_SCHPO: Serine/threonine-protein kinase srk1 RCK2: Protein kinase involved in the response to oxidative and osmotic stress; identified as suppressor of S. pombe cell cycle checkpoint mutations; similar to CaM (calmodulin) kinases 35090 32427629 2,54 6 00099535 4,152  663E:004  2,75E+005
8i[1705871|5p|P51044.1  CISY_ASPNG: Citrate synthase, mitochondrial; Flags: Precursor CIT: Citrate synthase, catalyzes the condensation of acetyl coenzyme A and oxaloacetate to form citrate; the rate-limiting enzyme of the TCA cycle 366,83 20882914 453 6 000889798 5612  477E+004  2,68E4005
£i[1705871|sp|P51044.1  CISY_ASPNG: Citrate synthase, mitochondrial; Flags: Precursor CITL: Gitrate synthase, catalyzes the condensation of acetyl coenzyme A and oxaloacetate to form citrate; the rate-limiting enzyme of the TCA cycle 203,00 20882914 327 4 001282173 3619 72864004  2,63E+005
£i[74680843|5p| QSBOAL.1  HSP60_EMENI: Heat shack protein 60; 60 kDa chaperonin HSP6O: hap: required for ATP-dependent folding of precursor and complex assembly; prevents aggregation and mediates protein refolding after heat shock 197,78 1955011 382 5 000915139 3,413  6A0E:005  2,19E+006
£i124940725p|P78568.1  PUT2_AGABI: Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase PUT2: Delta-1-pyrroline-5 I ded mi protein involved in utilization of proline as sole nitrogen source 2931 31787291 346 8 001167616 7,665  3,066+004  2,34E4005
£i[30913128]5p| QOUT19.1 _ METE_SCHPO: Probable MET6: Cobalam synthase, involved in d 21101 28619324 204 4 000735193 3,023  1,57E4005 47464005
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Tableau n°5 : Protéines surexprimées par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu PDA.

Spot_id Accession Blast accession Blast description Homology Saccharomyces cerevisiae Score Mass  Coverage fipeptides Anova(p)  Fold
177 contig_3008 /50400805 sp| 0138341 PTR1_SCHPO: E3 ubiquitin-protein ligase ptr1 (Poly(A)+) TOML: E3 ubiquitin ligase of the hect-domain class; has a role in mRNA export from the nucleus and may regulate in degradation 7124 69114617 110 4 0,001 25
265 jgil Mucci2| 114582| Genemark1.10345 g 81174625643 sp| QOUQWE.1  THIL_SCHPO: Acetyl-Coh acetyltransferase; Acetoacetyl-CoA ERGI0: Acetyl-CoA C: CoA thiolase), that from one acetyl-CoA molecule to another, I-CoA 7881 4110508 1448 4 0,002 23
293 contig 3245 £i130913146|sp|Q9P7LS1  OAT_SCHPO: Omithine aminotransferase car2; Omnithine--oxo-acid  CAR2: L-omithine transaminase (OTAse), catalyzes the arginine degradation, lated induction and induction process. 874 1587929 202 2 42606 49
295 jgilMucci2| 105031| Genemark1.794_g | 1 PURA_COPCT: (AMPSase; Short=Adss) ADE]Z Adenylosuccinate synthase, catalyzes the first step adenosine from g purine nucleotide biosynthesis 10683 4737440 7,67 3 0,006 2
3B contig 8011 £1174582855|5p| 0943201 AATM_SCHPO: in cells; Plays a key role in amino acid metabolism 18579 30504355 259 B 0,012 21
405 jgilMucci2| 106052| Genemark1.1815 g £i13123099]5p|014027.1  PDX1_SCHPO: Probable pyridoxal 5-phosphate synthase subunit SNZ1: Protein involved in vitamin 86 biosynthesis; member of a stationary phase-induced gene family 87 BT 1V 3 0,003 19
437 jgilMucci2| 122162/ gw1.06.581.1 £19910829]sp] Q9QUM9.1 SCL1: Alpha 1 subunit of the 205 proteasome involved in the degradation of ubiquitinated substrates; 205 proteasome is the core complex of the 265 proteasome; essential for growth 10393 2683073 1440 3 0,002 21
518 contig 7539 | 6.1 RPSOB: small (405) ribosomal subunit, 10 RpsOAp; FRNA along with Rps 18576 19476979 124 2 106E:004 3
575 jgilMucci2| 108425| Genemark1.4188 g £i1723467)5p| Q103051 GDI1_SCHPO: Probable secretory pathway GDP dissaciation inhibitor ~ GDI1: GDP dissociation inhibitor, pathways by regulating the dissociation of GDP from the Secd/Ypt/rab family of GTP binding proteins 1849 4979500 1239 4 anE0M 33
578 jgilMucci2| 104584| Genemark1.347_g §i12495359]5p|QQI877.1  HSP71_PUCGR: Heat shock protein Hs1 $5A3: ATPase involved in protein folding and the response to stress; lays a role depend targeting and the HSP70 family 0519 724715 17,77 8 S48E005 62
58 contig 1835 §112230023|5p/ 0742861 ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENOL: Enolase |, hydratase the d the reverse 48361 37576180 401 8 20606 57
606 contig_1120 gw\zAlelssl\smeDZl! 1 AMPP1_LACBS: Probable Xaa ?roammapepndase P (AMPP) FRAL: Protein regulation iron regulon; forms an iron Frap, Grx3p, and Grxdp W56 2MEBOY% 29 5 1306005 82
607 jgilMucci2] 118552 gw1.01.356.1 gl HSP72_ SSAL: ATPase involved in pr gand signal (NLS)-directed port; member of heat shock protein 70 (HSP70) family 7261 Sam08 588 2 0,002 a
613 contig 6572 &l 1zzlw352\sv|u3'r093 1 NECP1_BOVIN: Adaptin ear-binding cozvzssucla(ed protein 1 x w10 299113 341 5 0,002 21
617 jgil Mucci2| 108072| Genemark1.3835 g £112495359]5p|Q01877.1  HSP71_PUCGR: Heat shock protein HSS1 $5A3: ATPase involved in protein folding and the response to stress; plays arole i argeting of the HSP70 family 1012 7088292 1071 5 0,005 3
649 jgil Mucci2| 112315| Genemark1.8078 g gl CISY_EMEN: Ci 3 an: , cataly; of acety oenzyme A and axsloscetate toform lrate;th rate-miingenzyme ofthe TCAcycle PSS S3TeM 1324 5 118004 23
683 jgilMucci2| 113216| Genemark1.8979_g gl 7702 HSPT5 | protein 558 55B2: Cytoplasmic ATPase that s a iby ; may be involved in the folding of newly-synthesized polypeptide chains; member of the HSP70 family S84 6760072 27,69 10 0,005 29
724 contig 1958 &l 1 MTAP_NEUCR: S-methyl-S- MEUL: ), catalyzes the initial step in the methionine salvase thy regulation of 1p) acti 18763 2918097 128 3 0,005 25
760 contig 8306 gl 1 C6LDICDI:C ¥s3: Cystathi involved in the ine from with the interm on of i 8083 1695765 188 2 0,005 26
765 jgilMucci2| 113539] Genemark1.9302_g Gi[173670815p | QISFESL  ADK1_ARATH; Adenosine kinase 1(AK 1; Adenosine) ADO1: Adenosine kinase, required for the utilization of S-adenosylmethionine (AdoMet); may be invaivedin recydling adenosine produced through the methyl cycle 12973 3691126 866 2 0015 26
795 contig_146 §i1754306436|5p| GSEFZL1  GPMI_CAEEL:2, x 1101 28719341 180 3 206 78
821 contig 4653 §i1325530296|sp| AGYRN9.1  TREPH_PLEPU: Trehalose phosphorylase (Trehalose) x 23933 3086607 203 5 48E05 69
905 jgi[Mucci2| 118552|gw1.01.356.1 £i[1193645035p|P18694.2  HSP72_USTMA: Heat shock 70 kDa protein 2 SSAL: ATPase involved in protein folding and P protein 70 (HSP70) family 8405 som08 1217 4 0,003 23
914 jgil Mucci2| 108959| Genemark1.4722 g ©|smRSTS|sp|PS3ats  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolsse; P adolsse : 1 Idolase, required for fructose 1, 30480 303854 1877 5 0,016 18
922 jgilMucci2| 110760| Genemark1.6523 g gil1 HOT_BOVIN: ADHa: Alcohol isoenzyme type IV, be zinc-dependent despite sequence y toiiron-activated alcohol 8167 51921 1645 5 0,009 27
924 jgil Mucci2| 110808| Genemark1.6571 g §1112195797|sp|QZTCH31  ACLY_SHEEP: ATP-ctrate synthase; ATP-citrate 1 uccinyl-Co ligase, which is a mi enzyme of the TCA cycle of succinyl-CoA to succinate 1072 12968291 458 4 o011 21
924 jgil Mucci2| 110808| Genemark1.6571 g &l |spIQ2TCH3.1  ACLY_SHEE Pcitrate Lsct succinyl-CoA ligase, which enzyme of the TCA cycle of succinyl-C: 8072 196891 458 4 o011 21
930 jgil Mucci2| 104068] MucciL FSI_estExt_fgeneshiMC_kg.C_10396  gi| 30580446|sp| Q96UF21  G3P2_MUCCL: 2(GAPDH) p isozyme 3, the reaction phosphate to 1,3 b 39216 3844 1687 5 0,009 25
941 jgil Mucci2] 114397] Genemark1.10160_g §11223002315p 0742861 ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-gycerate hydro-lyase ENOT: Enolase |, a v that cataly; of d the reverse reaction during gluconeogenesis 19693 4696325 1338 3 0,015 2
952 jgilMucci2| 113539] Genemark1.9302 g 8i11736708115p| QUSFE5.1  ADK1 ARATH: 7Adenasine kinase 1(AK 1; Adenosine) d Kinase, required for the utilization of (AdoMet); may be involved in recycling adenosine produced through the methyl cycle 15780 3691126 1403 3 0,008 21
959 contig_2355 8i174626860|5p| 0745441 GTR2_SCHPO: GTP-binding protein gtr2 I 463 57376948 056 2 0,008 21
95 contig_2077 gl\]llSSZAﬁSprlQ]ZXF]] ECHM_DICODI: Probable enoyl-CoA hydrats HD3: hydrolase, member of a family of enoyl-Co hydratase/isomerases; non-tagged protein high 7944 3081668 171 4 0,009 23
966 jgilMucci2] 104071] MucciL FS_estext_fgeneshMC_kg.C_130033 gil G3P3_MuCCl hosph: 3(GAPDH) TOH3: isozyme 3, involved in gl tetramer that catalyzes the reaction of hosphate to 13 bi 2115 31462 1189 3 0,002 27
978 jgil Mucci2| 104071 MucciL FSI_estext_fgeneshMC_kg.C_130033 gil 1 G3P3_MuCCL: 3(GAPDH) TOH3: isozyme 3, involved in glycol am the reaction o1, 2689 3615462 1616 B 0,004 28
979 jgil Mucci2| 114873| Genemark1.10636 g gw\lsﬁasﬁ%\smeDBu 1 ACDSB_MOUSE: x 21331 46S6769 1537 B 0,001 27
981 jgilMucci2| 113216| Genemark1.8979_g g‘\ ol HSP75_KLL protein 58 5582: Cytopl. TPase th b d ; may be involved in the folding of newly-synthesized polypeptide chains; member of the HSP70 family ™ e 262 n 0,004 31
998 jgil Mucci2| 114661] Genemark1.10424 g GsPL protein GSP1/Ran GSP2: GTP binding protein (mammalian Ranp homolog) involved in the maintenance of nuclear organization, RNA processing and transport 15549 2003125 1697 4 0,005 27
1004 contig ns gl\]45345365\5p|?03157 z ALDH_t EMEN\ Adehyde dahydrcgenase(ALDDH ALDH) ALDA: Mitochondrial aldehyde dehydrogenase, required for growth on ethanol and conversion of acetaldehyde to acetate 8391 20607810 183 3 0,002 24
1008 contig_: gil38 ASCC3_BOVIN: SLH1: Putative RNA helicase related to Ski2p, involved in translation inhibition of non-poly(A) mRNAS; required for repressing propagation of dsRNA viruses %211 484832 106 4 ssE0S 28
1012 mn(lg_l%l g\\lwssnSIsn\PSBlD.l PRTC_SWGR Streptogrisin-C (SGPC; Serine) 728 1703708 242 2 0,002 21
1022 contig a1 £i121542183|5p] 0601091 PPB_SCHPO: Alkaline phosphatase PHos Repressible vacuolaralkaline phosphatase; regulated by levels of i and by Phodp, PhoSp, Phos0p, Pho81p and Pho8sp; dephosphorylates phosphotyrosyl peptides 6936 3M6426 099 2 0,002 24
1027 jgi| Mucci2| 116010] Genemark1. 11773 g £130913146|5p|QIP7LS1  OAT_SCHPO: Ornithine aminotransferase car2; Ornithine-oxo-acid  CAR?: L-ornithine transaminase (DTAse) ma\yzesms arginine degradation, o induction induction process 730 a2 374 1 0,001 28
1040 contig_2077 £11121962469]5p| QIZXF1.1  ECHM_DICDI: Probable enoyl-Ce EHD3; hyd lember of a family of enoyl-CoA hydratase/isomerases; non-tagged protein h 16688 30816680 218 5 0,001 33

1044A  jgi|Mucci2| 109308| Genemark1.5071_g §i13023852]5p|Q01369.1  GBLP_NEUCR: Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-like  ASC1: G-protein beta subunit and guanine inhibitor for Gpa2p; ortholog of RACKL translation; core component of the small (405) ribosomal subunit 33989 398456 2862 7 4%E0M4 33

10848 jgi| Mucci2| 109308 Genemark1.5071_g | 1 GBLP_NEUCH inding protes betarlike  ASCL:G-protein beta subunitand guanine inhibitor for Gpa2p; ortholog of RACK1 that inhibits (rans\zlmn, core mmuonenl of the small (405) ribosomal subunit 33807 3498456 2358 7 49E004 33

1084C  jgi| Mucci2]| 109308 Genemark1.5071_g | 1 GBLP_NEUCH i ASC1: G-protein jation inhi s ortholog of RACK1 the small (405) ribosomal subunit 17626 3498456 1950 6 agsE00a 33
1060 contig_993 gily p 1 DI (PDI) PDIL: Protein disulfide isomerase; protein resident in th lumen, essential for the formation o i bonds secretory and cell-surface proteins 6626 6483964 045 2 a%E0M 24
1065 jgil Mucci2| 111852 Genemark1.7615_g 1652 TPIS_KLULA: isomerase (TIM) TPI1: Triose phosphate isomerase, abundant glycolytic enzyme; mRNA half-life is regulated by iron availability U791 2683874 1687 3 3uE0M 37
1070 jgil Mucci2] 118077 |gw1.03.273.1 £11249407215pP78568.1  PUT2_AGABI PUT2 in utilization of proli I 23843 5980315 11,05 5 549005 21
1081 contig 5485 £1126006990|sp| POS130.2  KPC1_DROME: Protein kinase C, brain isozyme (PKC) PKCL: Protein for cell wall sites of polarized growth and the ghter bud neck 182 21,7 1% 2 1eE005 36
1085  contig_7194 i| QONAX83  GSTPA_CAEEL: ferase P 10(GST) x 2128 w0072 470 6 7mE05 35
1088 jgi| Mucci2]|108539] Genemark1.4302_g §i[15203242815p| ASDI1L1  EF2_PICGU: Elongation factor 2 (EF-2) EFT2: Elongation factor 2 (EF-2), also encoded by EFT; catalyzes ribosomal translocation during protein synthesis 186,60 9076723 59 5 286005 47
1099 jgi[ Mucci2| 118077| gw1.03.273.1 §1249407215p|P78568.1  PUT2_ AGABI pUT2 protein involved in utilization of proline as sole nitrogen source 19057 5980315 958 4 10100 21
1104 jgi| Mucci2| 108539 Genemark1.4302_g £11152032428)5p| ASDITL1  EF2_PICGU: Elongation factor 2 (€F-2) EFT2: Elongation factor 2 (EF-2), by EFTL; catal 0061 907673 667 6 S16E006 49
1110 jgi| Mucci2| 115025 Genemark1. 10788 g £i[395398434]5p| Q9P6I22  DUG1_SCHPO: Cys-Gly metallodipeptidase dugl (GSH) DUGL: Cys-Gly metallo-d ; ith d to degrade and other Ju-X bond in an 7579 su7647 1979 7 330606 58
1113 contig 853 §il130445(5p|P10733.1  SEVE_DICDI: Severin x 2660 94 476 5 2ME06 74
1114 contig 3001 §i11168453[5p|PO7683.2  AMYG_RHIOR: 1(6luc SGAL i ion; induced fafa di lation, but dispensable for sporulation 48574 21683928 9,28 11 3366006 81 29464006 3,656:005
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Tableau n°6 : Protéines surexprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu CA.
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Tableau n°7 : Protéines surexprimées par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu CA.
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1.2.b. Analyse des protéines surexprimées et des voies métaboliques mises en jeu par

homologie avec le protéome de S. cerevisiae

-« M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu PDA :

Quinze protéines sont surexprimées sur milieu PDA par la souche M. lanceolatus UBOCC-A-
109153, avec des facteurs allant de 2 a 10,5 (Tableau 4). L’homologie avec des protéines de
S. cerevisiae est de 100%. L'analyse par StringDB des interactions protéiques (Figure 21) met
en évidence 4 grands clusters fortement liés :

- un premier cluster (en bleu ® sur la figure) composé de trois protéines : MET 6 (Cobalamin-
independent methionine synthase; identifiée 2 fois avec un facteur de surexpression
maximum de 3,5), CYS3 (Cystathionine gamma-lyase; facteur de 4,2) et TKL1
(Transketolase ; facteur de 2,4). Ces protéines, qui interviennent dans la synthése des acides
aminés (Ono et al., 1992 ; Kochetov et al., 2014 ; Wheatley et al., 2016), sont en interaction
forte avec des protéines appartenant a 3 autres clusters, notamment FBA1 (Fructose 1,6-
bisphosphate aldolase), IDP2 (Cytosolic NADP-specific isocitrate dehydrogenase), CIT1
(Citrate synthase) et LPD1 (Dihydrolipoamide dehydrogenase). Notons que TKL1 intervient
également dans la voie des pentoses phosphates et est nécessaire a la synthése des acides

aminés aromatiques.

RCK2

@ECMIS

......
.....
....

L LPD1
) X

@AL]D

Figure 21 : Analyse String-DB des protéines surexprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu
PDA. L’analyse a été menée sur la base des homologies déterminées avec le protéome de S. cerevisiae.
L'épaisseur des lignes indique la force du support de données (confiance). Parameétres sélectionnés : i)
textmining, neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-occurrence and co-expression active
interaction sources; ii) medium confidence as the minimum required interaction source et iii) no predicted
interactors shown.
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- un second cluster (en vert ®) regroupant les protéines FBA1 (Fructose 1,6-bisphosphate
aldolase), PDA1 (facteur de surexpression de 2,5) et GAL10 (UDP-glucose-4-epimerase) qui
interviennent dans la glycolyse / gluconéogenése en lien avec LPD1.

- un troisieme cluster (en jaune ) composé de PUT2 (Delta-1-pyrroline-5-carboxylate
dehydrogenase) et LPD1, protéines qui interviennent dans différentes voies métaboliques.
PUT2 est la protéine la plus fortement exprimée dans cette étude (facteur maximum de
10,5 ; retrouvées 2 fois dans les identifications), trois fois plus que LPD1 (facteur de 4,3).

- un dernier cluster (en rouge ®) avec 4 protéines : HSP60 (Tetradecameric mitochondrial
chaperonin), IDP2, CIT1 et GLC3 (Glycogen branching enzyme) qui sont impliquées dans
différentes voies métaboliques. CIT1 (représentée 3 fois dans I'identification avec un facteur
de surexpression élevé - max 5,6) et IDP2 (facteur trés élevé de 8,2) interagissent avec LPD1
et PDA1, probablement du fait de leur implication commune dans le cycle de Krebs.

Au total, 60% des protéines surexprimées interviennent dans la biosynthése de métabolites
secondaires (CIT1, FBA1, GAL10, GLC3, IDP2, LPD1, MET6, PDA1 et TKL1).

Finalement, 3 protéines de stress ne présentent pas d’interactions particulieres avec les
différents clusters précités :

- OYE3 (Conserved NADPH oxidoreductase containing flavin mononucleotide ; identifiée 2
fois avec un facteur de surexpression maximum de 4,5) et RCK2 (Protein kinase, facteur de
4,1) qui sont impliquées dans la réponse au stress oxydatif et osmotique (O'Doherty et al.,
2013 ; Greetham et al., 2014), mais aussi dans la mort cellulaire programmée (Odat et al.,
2007).

- ECM16 (Essential DEAH-box ATP-dependent RNA helicase, facteur de 2,3), qui est
nécessaire pour la synthése de I’ARN ribosomique 18S et joue un role dans la restructuration

du pré-ARN ribosomial.

En conclusion, nous constatons que peu de protéines sont surexprimées par M. lanceolatus
UBOCC-A-109153 par rapport a M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu PDA. Les protéines
identifiées semblent essentielles pour son développement sur ce milieu synthétique. Elles
interviennent principalement dans le métabolisme énergétique: glycolyse /
gluconéogenése, voie du cycle de Krebs, métabolisme des acides aminés ou encore la

biosynthese des métabolites secondaires (flavonoides, alcaloides, ...) et la production de
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protéines de stress. Les voies métabolites paraissent globalement peu actives sur milieu
synthétique, en adéquation avec la faible densité du mycélium et la production limitée de

spores observées au niveau morphologique.

- M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu CA :

Sur les 43 protéines identifiées (Tableau 5), 36 présentent une homologie avec S. cerevisiae,
avec des facteurs de surexpression variant de 1,8 a 8,2 (34 protéines ont un facteur
supérieur a 2). La répartition fonctionnelle des protéines, sachant qu’un grand nombre
d’entre elles sont impliquées dans différentes voies métaboliques, peut étre faite comme
suit :

- un total de 20 protéines intervenant dans différentes voies métaboliques : AAT2, ADE12,
ADH4, ADO1, ALD4, CAR2, CIT1, CYS3, DUG1, EHD3, ENO1 (nceud majeur en bleu clair ® sur
la Figure 22 ; fortement surexprimé et retrouvé 2 fois dans lI'analyse), G10, FBA1, LSC1,
MEU1, PHOS, PUT2, SGA1, TDH3, TPI1;

- 11 protéines impliquées dans la biosynthése des métabolites secondaires : AAT2, ADH4,
ALD4, CAR2, CIT1, ENO1, ERG10, FBA1, LSC1, TDH3 et TPI1 ;

- 7 protéines qui jouent un réle dans la biosynthése des acides aminés : AAT2, CIT1, CYS3,
ENO1, FBA1, TDH3 et TPI1 ;

- 6 protéines impliquées dans la glycolyse / gluconéogenése : ADH4, ALD4, ENO1, FBA1,
TDH3 et TPI1;

- 3 protéines associées a la dégradation des acides gras : ADH4, ALD4 et ERG10 ;

- 3 protéines ribosomiales intervenant au niveau du spliceosome et des phénoménes

d’endocytose : SSA1, SSA3 et SSB2.

L’analyse des interactions (String DB ; Figure 22) permet d’identifier 10 clusters qui ont des
interactions trés fortes entre eux, ainsi que 2 protéines :

- Le cluster gris (©) composé notamment de SCL1 (Alpha 1 subunit of the 20S proteasome)
joue un réle dans la dégradation des protéines poly-ubiquitine dans le cytoplasme et dans le
noyau. Il est essentiel pour le maintien du nombre de protéines et pour I'élimination des
protéines mal repliées. Le protéasome étant un complexe de protéinases multicatalytiques,

il interagit avec SGA1 (Intracellular sporulation-specific glucoamylase, largement
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surexprimée avec un facteur de 8,1) qui est impliquée dans la dégradation du glycogene,
indispensable pour la sporulation (Pretorius et al., 1991).

La protéine SCL1 est en lien avec ENO1 (Enolase | ; Ko et al., 2013 ; Kornblatt et al., 2013),
nceud majeur (facteur de surexpression de 5,7) qui appartient a un cluster (bleu clair ®)
composé de protéines impliquées dans la glycolyse / gluconéogenése comme TPI1 (Triose
phosphate isomerase ; facteur de 3,7) et FBAL. Les éléments de ce cluster interagissent avec
ASC1 (G-protein B-subunit and guanine nucleotide dissociation ; facteur de 3,3), composante
principale de la petite (40S) sous-unité ribosomique qui sert de protéine d'échafaudage et
peut recruter d'autres protéines ribosomales, et PKC1 (Protein serine/threonine kinase,

facteur de 3,6) qui est essentielle pour le maitien de I'intégrité de la paroi cellulaire au cours

de la croissance (Vilella et al., 2005 ; Krause et al., 2008).

GDI1 PHOS NRAI SNZ1
-t '.‘-‘f__'

sassssssssssssassss

Figure 22 : Analyse String-DB des protéines surexprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu CA.
L’analyse a été menée sur la base des homologies déterminées avec le protéome de S. cerevisiae. L'épaisseur
des lignes indique la force du support de données (confiance). Parametres sélectionnés: i) textmining,
neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-occurrence and co-expression active interaction
sources; ii) medium confidence as the minimum required interaction source et iii) no predicted interactors
shown.

- Ce cluster est en forte interaction avec un autre cluster (marron foncé®) composé de

TOML1 (E3 ubiquitin ligase ; facteur de 2,5) qui a la capacité d’intéragir avec des protéines
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marquées par des molécules d’ubiquitine. Cette protéine intervient dans le transport
membranaire (endocytose) et joue un role dans I'exportation des ARNm a partir du noyau et
dans la régulation de la transcription (Katoh et al., 2004 ; Wang et al., 2010). Elle interagit
avec RPSOB (composant protéique de la sous-unité ribosomale (40S), facteur de 3), EFT1
(Elongation factor 2, représentée 2 fois et fortement surexprimée : facteur maximum de 4,9)
qui catalyse la translocation ribosomique au cours de la synthése des protéines, SSB2
(Cytoplasmic ATPase - ribosome-associated molecular chaperone) qui jouerait le role de
chaperonne pour les protéines en cours de synthese (Rakwalska et Rospert, 2004), et SLH1
(putative RNA helicase ; facteur de 2,8) qui est impliquée dans le processus de traduction
(Daugeron et al., 2012).

- Ces 2 clusters (bleu clair ® et marron ®), en lien avec la régulation des ribosomes,
interagissent fortement avec un cluster jaune ( ) composé de TDH3 (Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase ; facteur de 2,8 et représentée 2 fois); PDI1 (Protein disulfide
isomerase ; facteur de 2,4) qui joue un role essentiel dans la formation de liaisons disulfure
pour les protéines sécrétées et de surface mais qui a également été décrite pour son
implication dans I’élimination des glycoprotéines défecteuses (Pfeiffer et al., 2016) ; SSA1 et
SSA3, qui sont des ATPase impliquées dans le repliement des protéines et la réponse au
stress (membres de la famille des HSP70 ; Hasin et al., 2014) et GSP2 (GTP binding protein,
facteur de 2,8) qui intervient dans le maintien de I'organisation nucléaire, le traitement et le
transport de I'ARN (Schlenstedt et al., 1995).

- Trois protéines ribosomiales sont associées avec le spliceosome et les mécanismes
d’endocytose : SSA1 (représentée 2 fois avec un facteur de 4), SSA3 (représentée 2 fois avec
un facteur de 6,2) et SSB2 (représentée 2 fois avec un facteur de 3; clusters jaune et
marron ®). Chez les levures, SSA3 a été décrite comme fortement abondante dans les spores
(Werner-Washburne et al., 1989).

- Les protéines PHO8 (Repressible vacuolar alkaline phosphatase ; facteur de 2,4) et GDI1
(GDP dissociation inhibitor, facteur de 3,3) jouent un réle de régulation du transport
vésiculaire important dans la voie sécrétoire (cluster bleu foncé ® ; Garrett et al.,, 1994).
PHOS8 interagit avec des protéines ribosomiales comme SSA1 et PDI1 qui interviennent dans
la transformation des protéines dans le réticulum endoplasmique (cluster jaune ). Sa

surexpression chez S. cerevisiae a été décrite récemment comme un facteur d’accroissement
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de la production d’éthanol des souches utilisées pour la production de biofuel (Semkiv et al.,
2014).

- 3 protéines sont responsables de la dégradation des acides gras: ADH4 (Alcohol
dehydrogenase isoenzyme type IV ; facteur de 2,7), ALD4 (Mitochondrial aldehyde
dehydrogenase; noeud majeur avec un facteur de 2,4), ERG10 (Acetyl-CoA C-
acetyltransferase, facteur de 2,3). Elles catalysent la formation de [|'acétoacétyl-CoA
réductase dans les premiéres étapes de la biosynthése du mévalonate, un intermédiaire
nécessaire pour la biosynthése des stérols et des isoprénoides des non stérols. Ces protéines
appartiennent au méme cluster que les protéines ALD4 et ADH4 (en orange ®) et sont en
forte interaction avec PUT2 (nceud majeur, représentée 2 fois, facteur de 2,1) qui est
impliquée dans I'utilisation de la proline et dans I’homéostasie du glutathion (Kaur et al.,
2012). PUT2 et ALD4 sont en lien avec le cluster rose (®) composé de ATT2 (Cytosolic
aspartate aminotransferase ; noeud majeur avec un facteur de 2,1), protéine impliquée dans
le métabolisme de I'azote et jouant un réle essentiel dans le métabolisme des acides
aminés ; ADE12 (Adenylosuccinate synthase, facteur de 2) qui intervient dans la voie de
récupération des purines et la biosynthése des nucléotides; DUG1 (Cys-Gly metallo-di-
peptidase, facteur de 5,8), décrite dans la dégradation du glutathion (GSH) et d'autres
peptides contenant une liaison gamma-glu-X (Kaur et al, 2012) et CYS3 (Cystathionine
gamma-lyase, facteur de 2,6), qui catalyse une des deux réactions impliquées dans la voie de
trans-sulfuration générant des intermédiaires de la cystathionine.

- Le cluster rose (®) est en lien avec ADO1 (Adenosine kinase, représentée 2 fois avec un
facteur maximum de 2,6), dont un des réles physiologiques majeurs est le recyclage de
I'adénosine produite par le cycle du méthyle, et MEU1 (Methylthioadenosine phosphorylase,
facteur de 2,5) qui catalyse la premiére étape de la voie de la méthionine. Ces 2 protéines
forment le cluster vert foncé (®).

- Les clusters rose (®) et orange (®) sont en lien avec le cluster rouge (®) qui est composé de
CIT1 (Citrate synthase ; facteur de 2,3) qui catalyse la condensation de I'acétyl-coenzyme A
et de 'oxaloacétate pour former le citrate (enzyme limitante du cycle de Krebs); et LCS1
(Alpha subunit of succinyl-CoA ligase, facteur de 2,1) qui est une enzyme mitochondriale du
cycle de Krebs. Ce cluster interagit avec le cluster marron clair (®) composé des protéines
ERG10 et EHD3 (3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, représentée 2 fois avec un facteur

maximum de 3,3) qui interviennent dans la B-oxydation des acides gras insaturés. Chez les
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mammiféres, EHD3 a récemment été décrite comme intervenant dans le processus de
recyclage par endocytose (Bahl et al., 2016).

- Les clusters rose (@), rouge (®), orange (®) sont en interactions avec la protéine CAR2 (L-
ornithine transaminase, représentée 2 fois avec un facteur de 2,8, en vert clair @), qui
catalyse la deuxieme étape de la dégradation de I'arginine. Une étude récente suggere que
certains génes impliqués dans le métabolisme de I'azote (car2, putl, ...) seraient présents en
plus grand nombre de copies chez les souches de S. cerevisiae impliquées dans des
fermentations alcooliques, ce qui représenterait une évolution adaptative caractéristique
(Ibanez et al., 2014). CAR2 est aussi en lien avec le cluster jaune (), notamment avec la

SSA3 ATPase impliquée dans le repliement des protéines et la réponse au stress.

Les 2 protéines sans interaction avec les autres sont :

- la protéine SNZ1, impliquée dans la biosynthése de la pyridoxine (vitamine B6). Membre
d'une famille de protéines induite lors de la phase stationnaire de croissance, elle peut
intervenir dans l'arrét de la croissance et la réponse cellulaire associée a I'appauvrissement
nutritif du milieu. Chez S. cerevisiae, Stambuck et al. (2009) ont montré I'existence d’un
nombre élevé de copies des genes SNZ et SNO (codant la vitamine B1 ou thiamine) chez des
souches utilisées pour la production de bioéthanol. Cette caractéristique adaptative leur
conférerait une capacité a croitre plus efficacement dans des milieux riches en sucre.

- la protéine FRA1 (trés surexprimée, facteur de 8,2) qui est décrite dans la régulation

négative de la transcription du régulon de fer (Kumanovics et al., 2008).

Sept protéines ne présentant pas d’homologie avec S. cerevisiae et fortement surexprimées
dans cette étude pourraient étre des marqueurs potentiels d’adaptation de la souche
technologique a I'environnement fromager. Parmi elles, deux protéines interviennent dans
le métabolisme énergétique : TREPH (Trehalose phosphorylase, facteur de surexpression de
6,9) et GPMI (2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate (facteur de 7,8;
Elbein et al., 2003). Une troisieme protéine a été décrite dans le métabolisme des acides
aminés, PRTC (Streptogrisin-C (facteur de 2,1). Elle présente une spécificité primaire pour les
grands acides aminés aliphatiques ou aromatiques (similaire a la chymotrypsine) et
hydrolyse des protéines comme la chitine (Sidhu et al, 1994). La protéine GSTPA

(Glutathione S-transferase P 10, facteur de 3,5) a une activité de détoxification des

173



composés endogenes tels que les lipides pré-oxydés (Calmes et al., 2015 ; Shen et al., 2015).
La protéine SEVE (Severin, facteur de 7,4) bloque les extrémités et provoque la
fragmentation et a la dépolymérisation des filaments d'actine de maniere calcium-
dépendante (Summerscales et Dawson, 2004). La derniere protéine NECP1 (Adaptin ear-
binding coat-associated protein 1; facteur de 2,1) est en lien avec les mécanismes
d’endocytose (Ritter et al., 2003). Ce pourrait étre une ATPase (membre de la superfamille
ATP-binding) impliquée dans les mouvements transmembranaires de substances /

transporteurs.

En conclusion, nous constatons que de nombreuses protéines sont surexprimées sur milieu
CA, avec parfois des facteurs tres élevés, chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 par rapport a
M. circinelloides CBS 277-49. Ces protéines comme DUG1 ou CAR2 semblent essentielles
pour la synthése de métabolites secondaires (mévalonate, pyridoxine, ...) et des acides
aminés. Le champignon exprime de nombreuses protéines du protéasome et du spliceosome
et met en place des mécanismes spécifiques d’endocytose et de transports vésiculaires
régulant, entre autres, la sporulation et la synthése ribosomiale. Le métabolisme
énergétique avec la glycolyse / gluconéogeneése, la voie du cycle de Krebs et la voie des
pentoses phosphates, est directement intégré dans les différents clusters couvrant la
biosynthése des acides aminés et des métabolites secondaires. Nous retrouvons également
de nombreuses protéines intervenant dans la dégradation des acides gras et méme dans la
détoxification des composés endogenes tels que les lipides pré-oxydés. Cette activité
métabolique intense est en lien avec la morphologie de la souche sur milieu fromager, avec
un mycélium plus dense que sur milieu synthétique et une forte activité de sporulation,
favorable a une diffusion naturelle ou assistée par I'homme des spores en atelier de

production.

w M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu PDA :

L’analyse StringDB des intéractions des 76 protéines surexprimées sur milieu PDA présentant
une homologie avec S. cerevisiae (sur 81 protéines identifiées) avec des facteurs allant de 1,7

a 7,3 (dont 68 protéines avec un facteur supérieur 2). Elle permet de définir 15 clusters,
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parmi lesquels deux sont particulierement visibles (cluster gris (©) avec 28 protéines et rose
clair (*') avec 16 protéines ; Figure 23).

Un total de 49 protéines sont impliquées dans différentes voies métaboliques (ADE12,
ADE13, ADH7, ADO1, AGX1, ALD4 ,ARG1, ATP2, CIT1, CYS3, DAL2, DUG1, DUR1,2, EHD3
,ENO1, FBA1, FUM1, GAL10, GCY1, GDH3, GFA1l, GLN1, GND2, GPH1, HOMS®, ICL1, LAP2,
LPD1, MDH1, MET6, MEU1, NQM1, PDA1, PDB1, PDC6, PGI1, PGK1, PGM2, PUT2, PYC2,
SAH1, SHM2, TDH2, TDH3, TKL1, TPI1, UGP1, VMA2, YMR099C), dont 31 interviennent dans
la biosynthese de métabolites secondaires (ADE13, ADH7, AGX1, ALD4, ARG1, CIT1, ENO1,
FBA1, FUM1, GAL10, GFA1, GND2, GPH1, HOMS®, LPD1, MDH1, MET6, NQM1, PDA1, PDB1, ,
PDC6, PGI1, PGK1, PGM2, SHM2, TDH2, TDH3, TKL1, TPI1, UGP1, YMR099C) et 16 dans la
biosynthese des acides aminés (ARG1, CIT1, CYS3, ENO1, FBA1, GLN1, HOM6, MET6, NQM1,
PGK1, PYC2, SHM2, TDH2, TDH3, TKL1, TPI1).

Figure 23 : Analyse String-DB des protéines surexprimées par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu PDA.
L’analyse a été menée sur la base des homologies déterminées avec le protéome de S. cerevisiae. L'épaisseur
des lignes indique la force du support de données (confiance). Parameétres sélectionnés: i) textmining,
neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-occurrence and co-expression active interaction
sources; ii) medium confidence as the minimum required interaction source et iii) no predicted interactors
shown.
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- Un total de 5 protéines intervient dans le métabolisme de la cysteine et de la méthionine :
HOM®6 (Homoserine dehydrogenase, facteur de surexpression de 2), décrite récemment chez
C. albicans comme intervenant également dans I'adhésion aux matériaux médicaux (Tsai et
al., 2016) ; MDH1 (Mitochondrial malate dehydrogenase, représentée 5 fois avec un facteur
maximum de 3,3), qui catalyse, dans le cycle de Krebs, la transformation du malate en
d’oxaloacétate ; MET6 (Cobalamin-independent methionine synthase, facteur de 3,2),
impliquée dans la biosynthése et la régénération de la méthionine; MEU1
(Methylthioadenosine phosphorylase (retrouvée 2 fois avec un facteur maximum de 2,4), qui
catalyse la premiére étape dans la voie de la récupération de la méthionine ; et SAH1 (S-
adenosyl-L-homocysteine hydrolase ; facteur de 7,5). Ces 5 protéines, qui appartiennent au
cluster noir (®), ont une forte interaction avec la protéine CYS3 (Cystathionine gamma-lyase,
facteur de 3,2) du cluster bleu foncé (®) qui est elle-méme en lien avec YDR415C (Putative
aminopeptidase, facteur de 3,1).

- Le cluster orange (®) est composé de SNZ1, protéine impliqguée dans la biosynthése de la
vitamine B6 (facteur de 2,6). Celle-ci est en interaction forte avec YPLO88 (W Putative aryl
alcohol dehydrogenase (facteur de 2), protéine dont la fonction est inconnue (Kusch et al.,
2004). Ce cluster est en lien avec ARG1 (Arginosuccinate synthetase (facteur de 3,2, nceud
vert foncé ®, enzyme impliquée dans la huitieme étape de la biosynthése de I'arginine.
ARG1 est en interaction avec 3 autres nceuds majeurs: ADO1 (Adenosine kinase,
représentée 2 fois avec un facteur maximum de 3,3, cluster noir ®), qui catalyse la
phosphorylation de |'adénosine en AMP (Lecoq et al., 2001); ADE12 (Adenylosuccinate
synthase, facteur de 1,7 ; couleur argent @) et ADE13 (Adenylosuccinate lyase, facteur de
2,4, couleur marron foncé @), qui jouent un réle important dans la biosynhése des purines.
Les nceuds majeurs ADE12, ADE13 sont en relation avec ADO1 (cluster noir ®) et DAL2
(Allantoicase, facteur de 1,7; cluster rose foncé @), enzyme qui intervient dans la
dégradation de I'allantoine, permettant I'utilisation des purines comme sources secondaires
d'azote lorsque les sources primaires sont limitantes. Ils sont également liés a PGM2
(Dihydrolipoamide dehydrogenase ; facteur de 2,1 ; appartenant au cluster marron ®) qui
contribue a la dégradation de la glycine. Toutes ces protéines interviennent dans le

métabolisme des purines.
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- Autre noeud majeur, ARG1 est en interaction avec le cluster rose foncé (®) qui intervient
dans différentes voies métaboliques dont celle de I'arginine et de la proline avec la protéine
mitochondriale PUT2 (Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, facteur de 4,3). Sont
aussi présentes les protéines GDH3 (NADP(+)-dependent glutamate dehydrogenase, facteur
de 4,4), qui synthétise le glutamate a partir d'ammoniac et d'alpha-cétoglutarate ; DUR 1,2
(Urea amidolyase), qui a un réle de carboxylase vis a vis l'urée et d’hydrolase de
I'allophanate (facteur de 2), et GLN1 (Glutamine synthetase ; facteur de 1,7) qui synthétise la
glutamine a partir du glutamate et de I'ammoniac.

Les protéines de ce cluster rose foncé interviennent aussi dans le métabolisme de I’alanine,
de [l'aspartate et du glutamate avec GFAl1 (Glutamine-fructose-6-phosphate
amidotransferase ; facteur de 2,6) et EHD3 (3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase ; facteur de
de 2,4), qui a une fonction dans la biosynthése des protéines et un role indirect dans le
transport membranaire d’endocytose (Bahl et al., 2016). Ces protéines sont en interactions
fortes avec les protéines ADE12, AD13, GDH3, GLN1 et PUT2 et AGX1 (Alanine glyoxylate
aminotransferase, représentée 2 fois avec un facteur de 2, cluster gris @)

- Le nceud majeur SHM2 (Cytosolic serine hydroxymethyltransferase, facteur de 1,8 ; bleu
turquoise ®), isoforme majeure impliquée dans la génération des précurseurs de la purine,
de la pyrimidine, des acides aminés et intervenant dans la biosynthese des lipides; a des
interactions fortes avec les protéines du cluster gris (®) AGX1 et LPD1 (Dihydrolipoamide
dehydrogenase, facteur de 2,1), cette derniere faisant partie du complexe pyruvate-
déshydrogénase qui catalyse la conversion globale du pyruvate en acétyl-CoA. Cette
protéine agit aussi comme composant du systeme de clivage de la glycine. SHM2 intéragit
avec HOMG6 (cluster noir ®) et CYS3 (cluster bleu foncé ®). Tout ce regroupement participe
au meétabolisme de la glycine, de la sérine et de la thréonine. Ces protéines sont en
interaction forte avec un nceud majeur DUG1 (Cys-Gly metallo-di-peptidase (facteur de 2,8 ;
couleur rouge @)

- Le cluster violet (®) intervient dans le métabolisme des glycéro-lipides. Il est composé de 3
protéines : ADH7 (NADPH-dependent medium chain alcohol dehydrogenase, retrouvée 3 fois
avec un facteur maximum de 4,2), ALD4 (Mitochondrial aldehyde dehydrogenase, facteur de
2,9) et GCY1 (Putative NADP(+) coupled glycerol dehydrogenase, facteur de 1,8). Les
glycérolipides sont des esters d’acides gras et de glycérol plus ou moins estérifiés possédant

trois fonctions alcool. lls servent de réserves énergétiques chez les animaux et les végétaux
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et sont également impliqués dans le transport cellulaire, la signalisation cellulaire et
I’ancrage de protéines membranaires (Henry et al., 2012).

- Un des clusters majeurs (16 protéines, en rose clair ©) comprend essentiellement des
protéines intervenant dans :

- La circulation et la transformation (import, repliement, export) des protéines dans le

réticulum endoplasmique (RE). C’'est le cas de KAR2 (facteur de 2,5), SSA2 (facteur de

2,1), SSA3 (ATPase, facteur de 2,8) et SSB2 (Cytoplasmic ATPase, facteur de 2,5). Ces
3 derniéres jouent également un réle dans les processus d’endocytose. Ces protéines
sont une forte intéraction avec HSP60 (ATPase, facteur de 7,2), protéine chaperonne
qui participe a I'assemblage et / ou a la dégradation des protéines importées dans la
mitochondrie. Cette protéine est liée a EFT2 (Elongation factor 2, représentée 2 fois
avec un facteur de 5,6) qui catalyse la translocation ribosomique au cours de la
synthése protéique.

- La structure des cellules, comme ACT1 (Actin, retrouvée 2 fois avec un facteur de

2,8), AIP1 (Actin cortical patch component, retrouvée 2 fois avec un facteur de 3,3) et
ARC35 (Subunit of the ARP2/3 complex, facteur de 2,1), qui est nécessaire pour
I'intégrité de I'actine.

- La dégradation des protéines lors de différents stress, comme PEP4 (Vacuolar

aspartyl protease proteinase A, retrouvée 3 fois avec un facteur de 2,8), protéine
requise pour la maturation post-traductionnelle du précurseur des protéinases
vacuolaires. Cette enzyme est importante pour permettre le renouvellement des
protéines apres des dommages oxydatifs. On retrouve également BMH1 (14-3-3
protein, facteur de 3,5), protéine impliquée dans la régulation post-transcriptionnelle
de nombreux processus comme |'exocytose, le transport vésiculaire, ou la croissance,
et BMH2 (14-3-3 protein), isoforme mineure ; et HAP2 (facteur de 2,3), activateur de
transcription et régulateur global de I'expression génique des voies respiratoires chez
la levure.

- En jaune (), un cluster composé de 2 protéines responsables de |'activité chymotrypsique

du protéasome : PRE2 (Beta 5 subunit of the 20S proteasome, facteur de 2) et PRE5 (Alpha 6

subunit, facteur de 2,2). Le protéasome dégrade les protéines marquées avec des molécules

d’ubiquitine dans le cytoplasme et dans le noyau. Elles sont en interaction tres fortes avec
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les protéines du réticulum endoplasmique SSB2, SSA2, KAR2 et les protéines de structure
ACT1 et PEP4, toutes appartenant au cluster rose clair ().

- Le cluster marron (®) est composé de 5 protéines (PGM2, LAP2, UGP1, FRA1, YMR099C)
qui sont en interactions fortes avec différents clusters (violet®, gris®, vert® jaune et
rose” ). PGM2 (Phosphoglucomutase, facteur de 1,8) catalyse la transformation du glucose-
1-phosphate en glucose-6-phosphate, étape clé dans le métabolisme des hexoses. LAP2
(Leucyl aminopeptidase ysclV, facteur de 2,4) clive préférentiellement les tripeptides. Elle
possede également une activité époxyde hydrolase. UGP1 (UDP-glucose pyrophosphorylase,
facteur de 2,9) est une enzyme jouant un réle central dans la production de Glucose-UDP et
décrite comme impliquée dans la réponse au stress oxydatif et la survie chez S. cerevisiae (Yi
et Huh, 2015). Enfin, FRA1 (facteur de 5,5) intervient dans la régulation négative de la
transcription du régulon de fer alors que YMR099C (Glucose-6-phosphate 1-epimerase
(hexose-6-phosphate mutarotase); facteur de 2,6) est probablement impliqguée dans le
métabolisme des glucides (Graille et al., 2006).

- Un nosud majeur est représenté par LAP3 (aminopeptidase cystéine avec une activité
homocystéine-thiolactonase, facteur de 2,1 ; couleur vert clair ®). Son réle physiologique est
inconnu, mais elle serait essentielle pour la viabilité des cellules de levure en les protégeant
contre la toxicité de I'homocystéine. Cette protéine aurait également une activité
aminopeptidase et une activité d'hydrolase de la bléomycine (antibiotique). Elle est en lien
avec 4 clusters, le protéasome  (PRE2), le métabolisme des glycérolipides ® (GCY1), les
protéines du cluster marron ® (PGM2, LAP2, UGP1, FRA1, YMR099C), mais aussi avec VMA?2
(ATPase vacuolaire, facteur de 2,1, cluster rose clair ©'), une pompe a protons omniprésente
dans le systeme endomembranaire.

- Le cluster gris (®) comporte 28 protéines qui interviennent dans différentes voies
métaboliques, en interactions avec les autres clusters :

- 16 protéines sont impliquées dans la glycolyse / gluconéogenése : ENO1 (énolase 1),

FBA1 (Fructose aldolase 1,6-bisphosphate, facteur de 2), GAL10, LPD1, PDA1 (E1
sous-unité alpha du complexe pyruvate déshydrogénase, facteur de 5,8), PDB1 (sous-
unité B E1 du complexe pyruvate déshydrogénase, facteur de 4,6), PDC6, PGI1, PGK1,
TDH2, TDH3, TPI1, en lien avec ADH7 et ALD4 du cluster violet (®), et PGM2 et
YMRO099C du cluster marron (®).
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- 7 protéines interviennent dans le métabolisme du cycle de Krebs: CIT1 (Citrate

synthase ; facteur de 3,8), FUM1 (Fumarase, facteur de 2,2), MDH1 (Malate
déshydrogénase mitochondrial (représentée 5 fois, facteur maximum de 3,3), PDA1,
PDB1, PYC2 (Isoforme pyruvate carboxylase ; facteur de 2,1) et LPD1.

- 6 protéines ont un rble dans la voie des pentoses phosphates: FBA1, GND2 (6-

phosphogluconate dehydrogenase, représentée 2 fois avec un facteur de 2,7), NQM1
(transaldolase, facteur de 5,3), PGI1 (enzyme glycolytique de la phosphoglucose
isomérase, facteur de 3,5), TKL1 (Transketolase, représentée 4 fois avec un facteur de
2,8 ; nceud majeur), nécessaire a la synthése des acides aminés aromatiques, avec

PGM2 du cluster marron (®@).

D’autre part, 5 protéines ne présentent pas d’homologie avec S. cerevisiae :

- GPMI (2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate; facteur de 3,3), qui
catalyse la 8™ étape de la glycolyse (production de 2-phospho-D-glycérate ; 2PG ; Jedrzejas
et al., 2000).

- GST1 (Glutathione S-transferase 1, retrouvée 2 fois avec un facteur maximum de 3,3) :
Cette famille de protéine est essentielle pour certains processus biologiques et intervient
dans les mécanismes de détoxification et de toxicité (Nebert et Vasiliou, 2004).

- MEP1 (Extracellular metalloproteinase (Elastinolytic metalloproteinase), facteur de 4,2),
métalloprotéinase sécrétée qui permet I'assimilation de substrats protéiniques
(Sriranganadane, 2011).

- PHOA (Acid phosphatase, représentée 4 fois avec un facteur maximum de 3,9).1l s’agit
d’'une hydrolase qui déphosphoryle de nombreux types de molécules (nucléotides,
protéines, alcaloides, ... ; Ehrlich et al., 1994).

- PHLN (Non-hemolytic phospholipase C, retrouvée 3 fois, facteur maximum de 4), dont la

fonction est inconnue.

En conclusion, nous constatons qu’un nombre trés important de protéines est surexprimé,
parfois a des niveaux élevés, par M. circinelloides CBS 277-49 par rapport a M. lanceolatus
UBOCC-A-109153 sur milieu PDA. Ces protéines interviennent dans différentes voies

métaboliques primaires importantes pour la croissance du champignon, comme Ia
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biosyntheése des acides aminés, la glycolyse / gluconéogeneése, le cycle de Krebs et la voie des
pentoses phosphates. Des protéines impliquées dans la biosynthése de métabolites
secondaires (alcaloides, caroténoides, ...), le métabolisme des glycérolipides, le transport
cellulaire, les modifications post-traductionnelles et a la dégradation (protéasome) sont
également fortement représentées. Le profil métabolique de Mucor circinelloides CBS 277-
49 sur milieu non-fromager, qui est reflété par sa croissance rapide, est en fait relativement
similaire, méme si l'identité précise des protéines est différente, de celui observé pour M.

lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu CA.

- M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu CA :

Parmi les 35 protéines identifiées sur milieu CA, 28 présentent des homologies avec le
protéome de S. cerevisiae, avec des facteurs allant de 1,6 a 12,7 (dont 32 protéines avec un
facteur supérieur a 2). La représentation String DB (Figure 24) met en évidence 7 clusters
dont un majoritaire constitué de 14 protéines. Trois protéines n’ont pas d’interactions entre
elles.

- Le cluster orange (©) est composé de 2 protéines trés fortement surexprimées, ALD4
(Mitochondrial aldehyde dehydrogenase, retrouvée 5 fois avec un facteur de surexpression
maximum de 9) et ADH7 (NADPH-dependent medium chain alcohol dehydrogenase,
retrouvée 2 fois avec un facteur maximum de 4,4). ALD4 permet la conversion de
I'acétaldéhyde en acétate et, comme ADH7, intervient dans le métabolisme de I’éthanol.
Ces 2 protéines, également sur-exprimées sur milieu PDA, interviennent dans différentes
voies métaboliques dont celle du métabolisme des glycérolipides. ADH7 est également
impliquée dans la biosynthése de I'acide rétinoique (vitamine A; Zgombié-Knight et al.,
1995). Ce cluster a une interaction forte avecla protéine anti-oxydante CTA1 (Catalase A, en

marron ®, facteur de 2,4 ; Nishimoto et al., 2015).
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Figure 24 : Analyse String-DB des protéines surexprimées par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu CA.
L’analyse a été menée sur la base des homologies déterminées avec le protéome de S. cerevisiae. L'épaisseur
des lignes indique la force du support de données (confiance). Parameétres sélectionnés : i) textmining,
neighborhood, experiments, gene fusion, databases, co-occurrence and co-expression active interaction
sources; ii) medium confidence as the minimum required interaction source et iii) no predicted interactors
shown.

CTA1 a une forte interaction avec BNA5 (kynureninase, facteur de 4,2 ; en vert foncé @),
protéine requise pour la biosynthése de novo de NAD a partir du tryptophane par
I'intermédiaire de la kynurénine. BNAS est également eninteraction avec les clusters bleu
(@) et rose (@).

- DUR1, 2 (Urea amidolyase, facteur de 6,6 ; en rouge ® ) est un nceud majeur en interaction
avec les différents clusters, particlierement le cluster bleu (®). Elle dégrade I'urée en CO; et
NHs.

Elle est en interaction avec le cluster jaune ( ) dont la protéine FRA1 (retrouvée 4 fois avec
un facteur maximum de 5,3) régule négativement la transcription du régulon de fer
(Kumanovics et al., 2008). Ce cluster contient aussi la protéine APE4 (Cytoplasmic aspartyl

aminopeptidase, retrouvée 2 fois avec un facteur maximum de 3,4), de la famille des
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métalloprotéases M18. Cette aspartyl aminopeptidase est une protéine « cargo »
intervenant dans le transport vacuolaire d’hydrolases dégradant des composés
cytoplasmiques et des organelles cellulaires (mécanisme appelé macro-autophagie ; Yuga et
al., 2011) .

- Le cluster rose (®) comporte 3 protéines. La premiere est SPE3 (Spermidine synthase,
facteur de 2,4), protéine impliquée dans la biosynthése de la spermidine et de Il'acide
pantothénique (vitamine B5). Nécessaire pour la croissance cellulaire, cette protéine a a été
décrite comme augmentant la tolérance de S. cerevisiae aux inhibiteurs de la fermentation
(furanes, acids carboxyliques, composés phénoliques, ...; Almeida et al., 2007; Kim et al.,
2015). Elle interagit avec CAR2 (L-ornithine transaminase, facteur de 2,4), qui catalyse la
deuxieme étape de la dégradation de I'arginine (Ibafiez et al., 2014), elle-méme en relation
avec LYS9 (Saccharopine dehydrogenase, facteur de 3,1) qui est impliquée dans la formation
de saccharopine a partir d'alpha-aminoadipate-semialdéhyde 6 (septieme étape dans la voie
de biosynthéese de la lysine ; Xu et al., 2006). Ces différentes protéines ALD4, CAR2, DUR1-2,
SPE3 interviennent dans le métabolisme de I'arginine et de la proline.

- Le cluster bleu (®) comprend 14 protéines présentant de tres fortes interactions. Trois sont
en lien avec la voie des pentoses phosphates : GND2 (6-phosphogluconate dehydrogenase,
facteur de 12,3) qui catalyse la régénération du NADPH; PGI1 (Glycolytic enzyme
phosphoglucose isomerase, retrouvée 2 fois avec un facteur maximum de 3,8) qui participe a
I'interconversion du glucose-6-phosphate et du fructose-6-phosphate nécessaire a la
progression du cycle cellulaire et a I'achevement des événements de néoglucogenése pour la
sporulation ; et TKL1 (Transketolase, retrouvée 4 fois avec un facteur maximum de 8,6) qui
intervient dans la synthése des acides aminés aromatiques (Schaaff-Gerstenschlager et al.,
1993). Deux protéines du cycle de Krebs sont également présentes : ACO1 (Aconitase,
facteur de 5,3), nécessaire pour la maintenance du génome mitochondrial, et IDP1
(Mitochondrial NADP-specific isocitrate dehydrogenase) qui catalyse ['oxydation de
I'isocitrate en l'alpha-cétoglutarate et contribue a la production de NADPH. IDP1 est en
interaction avec CTA1 (facteur de 2,4). Ces 2 protéines interviennent dans la formation du
peroxysome, organite cellulaire entouré par une membrane simple et ne contenant pas de
matériel génétique. Contrairement a la mitochondrie ou au chloroplaste, toutes les
protéines qui le constituent sont codées par des genes nucléaires et proviennent du cytosol.

Les peroxysomes sont impliqués dans la catalyse des acides gras et des acides aminés, la
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réduction de dérivés réactifs de I'oxygene et la synthese des plasmalogenes. lls font partie
d'une classe d'organites appelés « microbodies » (Gabalddn et al., 2014).

GND2 et IDP1 sont en interaction forte avec SPE3. Ces trois protéines interviennent dans le
métabolisme du glutathion (GSH), important systéme antioxydant. Le GSH est capable
d'empécher la détérioration des composants cellulaires par les especes réactives de
I'oxygene tels que les radicaux libres ou les peroxydes.

CDC48 (ATPase, facteur de 5,1) est une protéine importante pour le maintien de l'intégrité
de la paroi cellulaire lors d'un stress. Elle peut étre impliquée dans la dégradation des
protéines marquées par l'ubiquitine au niveau du protéasome (Xia et al, 2016). SSA3
(facteur de 2,9) et SSE1 (facteur de 2,4), décrites pour M. lanceolatus, sont des ATPases
cytoplasmiques membres de la famille Hsp70.

Cinq protéines retrouvées dans ce cluster sont impliquées dans la glycolyse /
gluconéogenése : ENO1 (Enolase |, nceud majeur, représentée 2 fois avec un facteur
maximal de 12,3), en interaction forte avec TDH3 (Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, facteur de 3,2), PGI1, ADH7 et ALDA4.

Dans ce cluster bleu (®), EFT (Elongation factor 2, représentée 2 fois avec un facteur
maximum de 3,2) catalyse la translocation ribosomique pendant la synthése protéique. Elle
est en interaction avec ACT1 (Actin, facteur de 12,7), protéine structurale impliquée dans la
polarisation de la cellule, I'endocytose et d'autres fonctions du cytosquelette ; et la protéine
SHM2 (Cytosolic serine hydroxymethyltransferase, facteur de 2,8) qui convertit la serine en
glycine. Cette protéine est liée a GFA1 (Glutamine-fructose-6-phosphate amidotransferase,
représentée 2 fois avec un facteur maximum de 2,7) qui agit notamment au niveau de la
premiere étape de la biosynthése de la chitine. Toutes ces protéines ont une interaction

forte avec le nceud majeur DUR 1,2.

Les protéines ne présentant pas d’intéraction avec les autres sont :

- PRD1 (Zinc metalloendopeptidase, facteur de surexpression de 8,2). C'est une protéine
présente dans le cytoplasme et dans l'espace inter-membranaire des mitochondries,
impliquée dans la dégradation avancée des protéines (Blchler et al., 1994).

- SPR1 (Sporulation-specific exo-1,3-beta-glucanase, facteur de 3,2) : une protéine impliquée
dans les processus de formation des spores et qui contribue a la thermorésistance des

ascospores en participant a la morphogenése de leurs parois (Muthukumar et al., 1993).
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- SGAL1 (Intracellular sporulation-specific glucoamylase, facteur de 2,9). Il s’agit d'une

protéine intervenant dans la dégradation du glycogene, indispensable pour la sporulation.

Sept protéines n‘ont pas d’homologie avec S. cerevisiae et interviennent dans différentes
voies métaboliques :

- Au niveau du métabolisme énergétique, une B-glucosidase L (BGLL, représentée 7 fois,

facteur de 3,7), intervient dans la dégradation de la cellulose. Il s’agit d’une protéine
d’intérét qui pourrait permettre de diminuer le colt d'exploitation du procédé industriel
d'hydrolyse (Zhao et al., 2013).

- Au niveau de la synthése / dégradation des acides aminés : une dipeptidyl aminopeptidase

Blll (DAPB3, représentée 2 fois avec un facteur de 5,9), impliquée dans le catabolisme des
protéines intra-cellulaires (Ogasawara et al., 1996). Ce type de protéines universelles
contribue a plusieurs fonctions physiologiques importantes comme [|'absorption des
nutriments (Mierau et al., 1995) ou I'immunité chez les mammiféres. On retrouve également
une dipeptidyl-peptidase 5 (DPP5, représentée 2 fois avec un facteur de 6,8), qui libérerait
des dipeptides décrits comme indispensables a la croissance chez la bactérie Porphyromonas
endodontalis (Nishimita et al., 2014).

- Au niveau de la dégradation des lipides, une short/branched chain specific acyl-CoA

dehydrogenase (ACDSB, facteur de 4,2), dont le réle exact n’a pas encore été trés clairement
éllucidé, a été mise en évidence.

- Au niveau de la transcription / régulation / signalisation des ADN/ ARN : trois protéines

sont rencontrées. La premiére est une uracil catabolism protein 4 (URC4, facteur de 1,6), qui
interviendrait dans la dégradation de la pyrimidine, précurseur des acides nucléiques
(Andersen et al., 2008). La seconde est une nudix hydrolase 3 (NUDT3,) qui serait impliquée
dans le process de dégradation des ARNm (Grudzien-Nogalska et al., 2016). La troisieme est
la protéine SDS23 (facteur de 6,1) qui a été décrite pour son rdle dans la réplication de I'ADN
et la séparation cellulaire (Jones et al., 2000; Goldar et al., 2005). Cette protéine est

nécessaire pour la tolérance au glucose limitée.

En conclusion, nous constatons que moins de protéines sont surexprimées par M.

circinelloides CBS 277-49 par rapport a M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu CA. Le
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métabolisme énergétique avec la glycolyse / gluconéogenése, la voie du cycle de Krebs et la
voie des pentoses phosphates, est directement en lien avec les différents réseaux couvrant
la biosynthése des acides aminés et des métabolites secondaires (acide pantothénique
(vitamine B5),...). Le champignon développe également des mécanismes spécifiques
d’endocytose et de transports vésiculaires régulant, entre autres, la formation des spores et
la synthése ribosomiale. De nombreuses protéines intervenant dans la dégradation des
acides gras et méme dans la détoxification de composés endogéenes tels que les lipides pré-
oxydés sont surexprimées. Le protéasome est limité a la présence de la protéine CDC48 qui
pourrait étre impliquée dans la dégradation des protéines marquées par 'ubiquitine. Ce
métabolisme moins dynamique que sur milieu non-fromager et |a encore en relation avec la
morphologie du champignon (mycélium peu dense, faible sporulation, croissance ralentie,

pigmentation orange avec une surface en « peau de crapaud ».
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11.2.c. Etude des métabolites produits

L'étude de protéomique comparative a été enrichie par une approche de métabolomique
visant a détecter de maniére non-ciblée les métabolites présents chez les deux souches
étudiées et sur chacun des milieux utilisés par LC-MS/MS, selon un protocole adapté de

Kokkonen et al. (2005)

I.2.c.1. Extraction des échantillons
M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 ont été mis en culture en
triplicat durant 7 jours a 14°C sur milieu CA et PDA. L'inoculum initial était constitué de 10’
spores dans un volume de 10 pL (cf Article n°3). Au terme de cette période d’incubation, la
totalité du mycélium (ainsi que la gélose) présent sur la surface de la boite de pétri a été
repris dans un volume de 25 mL d’acétonitrile. Ce mélange a été homogénéisé avec un
ultraturax T25 Basic (IKA, Heidelberg, Allemagne) durant 10 min puis 4 g de I'homogénat
obtenu ont été transférés dans un tube Falcon de 50 mL contenant 25 mL d’acétonitrile. Le
mélange a été vortexé 30 sec, homogénéisé par plusieurs passages a |'ultraturax, vortexé a
nouveau 30 sec avant d’étre soumis a une étape de sonication de 15 min. Apres un dernier
vortexage de 30 sec, une centrifugation (ALC-Thermo, Italie) a été réalisée a 5000 rpm
durant 10 min a 4°C puis 10 mL de surnageant ont été filtrés a 0,45 um (Millex HV syringe
filter 13-mm unit, Millipore, Irlande). L’extrait a ensuite été transféré dans un tube Falcon de
15 mL entouré d’une feuille d’aluminium pour analyse directe ou congélation a -20 °C

jusqu’a traitement.

I.2.c.2. Analyse LC-MS/MS
Au moment de I'analyse, les extraits ont été filtrés a 0,2 um (filtre PTFE, GE Healthcare Life
Sciences, Royaume-Uni) puis transférés dans des flacons ambrés. La séparation et la
détection des métabolites extraits ont été effectuées en utilisant une chaine HPLC Infinity
Binary combinée a un spectromeétre de masse LC-QToF LC/MS (Agilent 6530 - Technology
Binary pump). Le systeme HPLC comprenait une pompe binaire 1200, un dégazeur, un
systeme d’échantillonnage automatique et un four thermostaté pour colonnes. Trois

échantillons par condition ont été injectés, a raison de 10 uL / échantillon, dans le systeme
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et la séparation a été effectuée en utilisant une colonne ZORBAX Extend-C18 (2,1 x 50 mm,
1,8 um, la pression maximale de 600 bars, Agilent). La colonne a été maintenue a 35 °C, avec
un débit de 0,3 mL.min? en utilisant comme phase mobile un solvant A (eau milli-Q + 0,1%
d'acide formique + 10 mM de formate d'ammonium) et un solvant B (acétonitrile + 0.1 %
acide formique), avec une variation de 15% a 100% de solvant B sur 25 minutes (Tableau

n°8), suivie de 5 min supplémentaires pour ré-équilibrer la colonne aux conditions initiales.

Tableau n°8 : Programme de chromatographie en phase liquide.

Etapes Temps Solvant A Solvant B Débit Pression
1 4,00 min 85,0% 15,0% 300 pL/min 600 bar
2 22,00 min 0,0% 100,0% 300 pL/min 600 bar
3 27,00 min 0,0% 100,0% 300 pL/min 600 bar

Les composés ont été détectés en utilisant un spectrometre de masse Agilent 6530 Series
Accurate-Mass Quadrupole Time-of-Flight (QToF) en ionisant les analytes en modes ESI+ et
ESI- (« negative and positive electrospray ionization »). L’analyse des spectres LC-ESI-MS
obtenus, effectuée avec le logiciel MassHunter Qualitative Analysis par détermination des
rapports masse/charge (m/z), a permis d’identifer des métabolites d’intérét. Grace au
logiciel MassHunter, il a été possible de générer les formules brutes des composés détectés.
Les formules chimiques susceptibles de leur correspondre ont été ensuite recherchées en
utilisant la base de données Human Metabolome DataBase (HMDB, http://www.hmdb.ca/,
version 3.6). Les comparaisons de spectres ont été faites a I'aide du logiciel MassHunter
Mass Profiler. Les métabolites détectés sur les milieux témoins PDA et CA ont été soustraits

aux métabolites obtenus avec les souches étudiées.

I1.2.c.3. Principaux métabolites identifiés
L’analyse préliminaire des spectres LC-ESI-MS a permis de mettre en évidence différents
métabolites retrouvés spécifiguement chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M.
circinelloides CBS 277-49 (Tableau n°9, figure n°25).
Les 3 métabolites de la souche technologique (2 sur milieu CA et un sur PDA) n‘ont pas pu

étre caractérisés a ce stade.
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Tableau n°9 : Principaux métabolites identifiés chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 apres 7 jours a 14°C sur milieu CA et PDA. Les
formules brutes des composés détectés ont été générées en utilisant le logiciel MassHunter. Les formules chimiques développées susceptibles de correspondre ont
ensuite été recherchées avec la base de données Human Metabolome Database. TR correspond au temps de rétention en minutes. La masse est indiquée en g/Moles
(m/z). La fréquence correspond au nombre de détection positive par triplicat.

Espéce Milieu  ESI Formule brute TR (min) Masse Abondance Frequence Diff.Score Formule chimique Nom

M. lanceolatus PDA + C20 H43 N11 20.863 437.3717 132536 3 99,987 / /
CA + C25H44 05 24.050 424.3188 294702 3 99.889 / /
CA + C25H49 N 06 26.090 459.3557 257807 3 99.875 / /

M. circinelloides PDA _ C16 H3202 23.407 256.2397 34636 3 99.938 CigHs3, O, Palmitic acid
PDA _ C18 H34 02 23.620 282.2552 27879 3 99.939 CigH3, O, Oleicacid
PDA + C28 H51 N 06 17.367 497.3715 88021 3 99.872 / /
PDA + C28 H53 N 06 18.480 499.3871 78537 3 99.986 / /
PDA + C21H36 04 19.630 352.2612 91812 3 99.939 C,1 H360, MG : monoacylglyceride
PDA + C21H3804 20.600 354.2768 106117 3 99.953 C,1 Hyg Oy MG : monoacylglyceride
PDA + C21H4004 22.030 356.2924 120951 3 99.944 Cy1 Hap O, MG : monoacylglyceride
PDA + C28 H42 05 21.843 458.3032 108198 3 100.000 C,5 Hay Os Pubesenolide
CA _ C29H62 N2 06 23.410 534.4612 50368 3 99.530 C35HeeO5 Reticulatamol
CA _ C17H30N602 23.620 350.2427 38399 3 99.927 C,1H340, MG : monoacylglyceride
CA _ C16 H26 N12 02 23.630 418.2302 42004 3 100.000 C,1H3506P CPA : cyclic phosphatidic acid
CA + C22 HA1N13S 16.363 519.3326 106027 3 99.263 / /
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Figure 25 : Structures chimiques développées des metabolites potentiels détectés chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 apreés 7 jours a

14°C sur milieu PDA (A) et CA (B).
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Les molécules identifiées chez M. circinelloides CBS 277-49, plus diverses et abondantes sur
milieu PDA que sur CA, seraient majoritairement de nature lipidique. Bien que considérée
comme faible productrice en comparaison d’autres souches comme la WJ11 (15% de lipides
(poids sec total) contre 36%), la présence d’acide palmitique, d’acide oléique, d’acide a-
linoléique, de triacylgycéride, ou encore d’acide phosphatidique n’est pas surprenante pour
la souche CBS 277-49 (Jackson et al., 1998 ; Carvalho et al., 2015 ; Tang et al., 2016 ; article
n°1). Deux composés non-lipidiques détectés pourraient étre : la pubesenolide, composé
aliphatique polycyclique décrit chez Physalis pubescens (cerise), et le reticulatamol, qui a été
retrouvé dans des fruits et des graines, notamment chez Annona reticulata (pomme ; source
HMDB). Une étude plus fine des résultats obtenus, en intégrant les données générées et
disponibles pour M. racemosus UBOCC-A-109155 et M. endophyticus CBS 385-95 dans les
mémes conditions, sera nécessaire pour conforter cette analyse et éventuellement

permettre de mettre en évidence d’autres molécules d’intérét.

Les résultats de cette étude interspécifique, couplée aux données de métabolomique,

donneront lieu a une quatriéme publication, en cours de rédaction.

Publication n® 4 :

Interspecific comparison of metabolic responses of Mucor circinelloides CBS 277-49 and
Mucor lanceolatus UBOCC-A-109153 in synthetic and cheese mimicking media
Morin-Sardin S., Jany J.L., Jeffroy K., Artigaud S., Berney B., Pichereau V., Meslet-Cladiére L.,
Coton E., MadecS.
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Points saillants :

Cette deuxiéme étude de protéomique a permis :

= De mettre en ceuvre, pour la premiere fois chez les Mucor, une comparaison inter-
spécifique de 2 souches cultivées dans des conditions identiques ;

= D’identifier un total de 174 protéines exprimées différentiellement entre les deux souches
selon gu’elles soient sur un milieu synthétique PDA ou sur un milieu mimant le fromage
(CA);

= De confirmer le caractére fortement spécifique des protéines produites par les deux
souches sur les deux types de milieu, méme si les voies métaboliques impliquées sont
globalement identiques ;

= De mettre en évidence une forte augmentation du métabolisme de la souche
technologique sur milieu mimant le fromage par rapport au milieu non fromager, et
inversement pour la souche non-technologique ;

= De proposer une liste de 35 protéines potentiellement impliquées dans la meilleure
adaptation de M. lanceolatus a I'environnement fromager ;

= De procéder a I'identification préliminaire de 15 métabolites produits par M. circinelloides
CBS 277-49 (80%) ou M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (20%) sur milieu fromager ou non-

fromager.
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CHAPITRE Ill. Discussion, conclusions et perspectives

Le genre Mucor regroupe une grande diversité d’espéces décrites dans une multitude de
contextes. La revue proposée dans la partie introductive de ce manuscrit (publication n°1) a
permis de réaliser un inventaire des caractéristiques, de I'impact et du potentiel de ces
champignons filamenteux, démontrant leur importance dans l'industrie agroalimentaire,
leur implication grandissante dans les pathologies humaines ; avec une réelle problématique
de santé publique ; mais également leur remarquable potentiel biotechnologique.

Dans le secteur agroalimentaire, de nombreuses especes de ce genre ubiquiste sont
retrouvées sur une grande variété de matieres premieres et de produits transformés
(Hermet et al., 2012, 2014 ; Snyder et al., 2016). Parmi elles, un certain nombre participent
activement a la production de produits fermentés. A I'opposé, d’autres sont responsables de
contaminations, générant des défauts d’apparence et/ou organoleptiques a l'origine de
pertes économiques. Un cas de toxi-infection associée a la présence de M. circinelloides dans
du yahourt (Lee et al., 2014) a également été récemment rapporté, soulevant la question de
I’évaluation du risque réel pour le consommateur associé a l'ingestion d’aliments
contaminés. Un élément complémentaire a considérer a ce niveau est la production
potentielle de mycotoxines par certaines especes de Mucor. Les études actuellement
disponibles sur le sujet, peu nombreuses, suggerent, chez certaines especes, |'existence de
genes impliqués dans la synthese de métabolites secondaires qui ne seraient pas regroupés
en clusters (Hermet, 2013). Des études plus poussées sont actuellement en cours,
notamment au sein du LUBEM, pour confirmer ce potentiel et caractériser, le cas échéant,

les mycotoxines détectées et leurs effets.

Dans cette theése, notre intérét s’est porté plus particulierement sur les espéces utilisées,
bien souvent de maniere empirique, pour leur réle dans le processus de fabrication de
produits fermentés et I'affinage de certains types de fromages. Sur la base de la diversité
génétique et « fonctionnelle » du genre Mucor, nous avons souhaité i) confirmer et
objectiver la dichotomie classiquement faite en industrie fromagére entre especes
technologiques et espéces contaminantes et ii) investiguer les mécanismes d’adaptation

potentiels mis en oeuvre chez les espéeces technologiques.
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Physiologie et modélisation : des approches couplées suggérant I'adaptation des souches

technologiques a ’environnement fromager

L'approche de physiologie comparée avait pour objectifs de mettre en évidence des
différences morphologiques et de croissance entre des souches décrites, en environnement
fromager, comme technologiques et d’autres dites contaminantes ou d’altération. Un choix
de souches d’intérét a été effectué en se basant principalement sur les travaux issus de la
these d’Antoine Hermet (LUBEM, 2010-2013), qui a réalisé un bilan de la diversité des
espéces de Mucor retrouvés en milieu fromager (Hermet et al., 2012, 2014). Les phénotypes
et les cinétiques de croissance d’un total de sept souches (deux souches technologiques,
trois souches contaminantes, une souche mixte et une souche non-fromagere endophyte
comme « outgroup »), représentatives de 7 espéces ont été suivis sur un milieu synthétique
PDA en fonction de parameétres abiotiques majeurs en industrie fromagere (température, aw,
pH). Les résultats obtenus ont permis de déterminer les valeurs cardinales de croissance
pour I'ensemble des souches et de mettre en place un modele prévisionnel dont la
robustesse a pu étre démontrée en comparant, pour le facteur température et pour
différents types de matrices [milieu cheese agar mimant le fromage, fromage de chévre
(matrice fréguemment contaminée par les Mucor) et tomme de savoie non-affinée (matrice
oU les Mucor participent a I'affinage)], des valeurs de croissance prédites a des valeurs
mesurées (publication n°2). Des différences morphologiques et de croissance significatives
ont ainsi pu étre mises en évidence, en relation directe avec I'appartenance des souches a la
flore dite technologique ou contaminante. Les souches technologiques se sont montrées
physiologiquement mieux adaptées a la Tomme de Savoie alors que leur croissance et leur
aspect sur milieu PDA ou blche de chévre suggérent que ces environnements sont
stressants. L'observation inverse a pu étre faite pour les souches contaminantes. L’'examen
des profils de croissance de M. endophyticus et M. lanceolatus sur Tomme de Savoie permet
d’illustrer ces propos, en mettant en évidence la différence importante de temps de latence
entre la souche technologique, physiologiquement adaptée, et 'endophyte (Figure 26). Pour
ce dernier, on observe un temps de latence plus long mais suivi d’une croissance proche de
la souche technologique. Ces comportements sont possiblement associés a des phénomeénes

d’adaptation évolutive et/ou de réponse adaptative des Mucor a leur environnement.
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Figure 26 : Croissance de M. endophyticus CBS 385-95 et de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur Tomme de
Savoie a 15°C. Les points correspondent a la moyenne de trois mesures.

Le modele prédictif développé, basé sur les études de Rosso (1993, 1995) et Pinon (2004),
est performant mais pourrait étre optimisé par une meilleure prise en compte du temps de
latence (lag time). En effet, celui-ci est probablement sous-estimé dans notre approche du
fait de I'importance quantitative des inocula qui génere une cinétique initiale de croissance
(germination puis élongation hyphale) accélérée au regard des conditions réelles ou la
colonisation est associée a un nombre de spores plus réduit. Ces optimisations pourraient
permettre de disposer d’un indicateur simple et informatif permettant d’apprécier le niveau
global d’adaptation des souches de Mucor a un environnement donné, basé sur la mesure
de la réactivité a initier une croissance exponentielle.

Les souches de Mucor testées se caractérisent par des vitesses de croissance dans des
conditions optimales (6,5 a 18 mm/jour en milieu PDA en fonction de la température)
significativement plus élevées que celles rapportées pour d’autres champignons filamenteux
comme les ascomycetes Penicillium camemberti ou roqueforti (K. Rigalma, LUBEM,
communication personnelle). Cette croissance particulierement rapide est probablement en
relation avec un métabolisme différent. Elle est peut-étre aussi, comme suggéré par Pitt et
Hocking (1999), en lien avec I'organisation ceonocytique de leurs hyphes qui font des Mucor
des colonisateurs primaires performants avec une stratégie de développement rudérale

privilégiant une croissance et une reproduction rapides basées sur I'assimilation de
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nutriments facilement assimilables. Les Mucor spp. persistent toutefois dans des contextes
particuliers comme les matrices fromageres au sein desquelles les interactions avec les
autres composantes du microbiote doivent jouer un réle majeur. Le développement des
approches génomiques et leur application aux surfaces fromageres ces dix derniéres années
a permis a ce niveau de réaliser d’'importants progres sur la caractérisation des flores de
surface et méme l'identification de certaines voies métaboliques mises en jeu lors de
I’affinage (Wolfe et al., 2014 ; Lessard et al., 2014).

Les valeurs cardinales déterminées dans notre étude pour le parametre température
démontrent le caractére mésophile de la majorité des souches étudiées. Deux éléments
complémentaires sont d’intérét: i) la capacité de croissance a des températures
physiologiques humaines et animales de certaines souches contaminantes comme M.
circinelloides ou M. spinosus et ii) la capacité des souches étudiées a croitre a des niveaux de
température particulierement bas (mémes négatives), élément de risque a intégrer pour les
produits alimentaires conservés au froid. Contrairement au pH, I'aw est, en comparaison
avec de nombreuses espéces d’ascomycéetes, un facteur limitant pour la croissance des
Mucor qui restreint leur capacité a coloniser des produits a faible activité de I'eau comme les
produits panifiés. L’évaluation de I'impact de I'aw en utilisant un soluté ionique (NaCl) et un
non-ionique (glycérol) a permis de mettre en évidence I'effet toxiques des ions CI,
probablement du fait de phénomeénes de compétition au niveau membranaire (Rengel,
1992; Niu et al., 1996; Gomez et al., 1996; Prista et al., 1997).

Outre la démonstration d’une meilleure aptitude physiologique des souches technologiques
de Mucor a I'environnement fromager, cette étude propose un modele prédictif qu’il serait
intéressant d’utiliser, dans un contexte de production fromagere donné, pour tenter
d’apporter des optimisations des facteurs abiotiques visant a favoriser la croissance et le
métabolisme des souches technologiques et a limiter la colonisation des matrices par des

souches contaminantes.
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Apport de I'analyse comparative des protéomes dans lidentification des marqueurs de

l'adaptation aux matrices fromageéres

Les modes de vie variés observés dans le genre Mucor (publication n°1) et les résultats de
I’étude physiologique (publication n°2) suggerent qu’il existe des capacités de réponse et
des comportements métaboliques différents entre espéces lors de la colonisation du
fromage. Dans une seconde étape, nous avons tenté d’identifier, par une approche de
protéomique comparative, les différences en termes d’adaptabilité et de réponse
métabolique entre M. lanceolatus et M. racemosus, deux especes communes dans
I’environnement fromager, M. circinelloides, une espéce qui peut étre considérée comme
contaminant occasionnel des fromages et enfin M. endophyticus, a notre connaissance
jamais rencontrée sur fromage (publication n°3). L'approche protéomique vise a livrer une
vision globale du protéome et donc indirectement des activités métaboliques mises en
ceuvre dans une condition donnée (De Angelis et al., 2016 ; Moya-Alvarado et al., 2016). Elle
a montré son efficacité dans différents contextes comme |'étude de I'adaptation a
I’environnement salé de Photobacterium damselae subsp. piscicida, une bactérie pathogéne
de certaines espéeces de poissons marins (Chuang et al., 2016), ou encore l'investigation des
mécanismes de domestication au sein des végétaux du genre Opuntia (Pichereaux et al.,,
2016). Chez Mucor, a notre connaissance, seules deux publications ont utilisé des techniques
de protéomique. La premiere s’est intéressée aux capacités de M. plumbeus a dégrader le
pentachlorophénol (Carvalho et al., 2013) et la seconde a porté sur I’'examen du potentiel de
production d’acide y-linolénique par M. circinelloides (Tang et al., 2016). Cette phase
descriptive des réponses métaboliques a été complétée par une étude comparative inter-
spécifique des protéines différentiellement exprimées par la souche technologique UBOCC-
A-109153 de M. lanceolatus et la souche contaminante occasionnelle CBS 277-49 de M.
circinelloides sur milieu fromager et non-fromager (publication n°4), avec I'objectif
d’identifier des marqueurs potentiels d’adaptation a I'’environnement fromager.

Certaines des 35 protéines exprimées chez la souche de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur
milieu mimant le fromage et absentes chez M. circinelloides pourraient correspondre a des
produits de geénes acquis au cours d'un processus d’adaptation au fromage. La

surexpression/sous-expression protéique elle méme peut étre le résultat d’'une sélection
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positive ayant pris place durant I’évolution de la régulation des genes (Gilad et al., 2006, Fay
et Wittkopp, 2008).

Sur la base des données actuellement disponibles dans la littérature, un certain nombre de
ces protéines pourraient conférer a la souche technologique un avantage compétitif en lui
permettant de s’adapter rapidement a I’'environnement fromager et/ou en facilitant I'accés
et 'assimilation de nutriments :

- La protéine TREPH (Trehalose phosphorylase), fortement surexprimée (facteur de 6,9) sur
milieu mimant le fromage, intervient dans la synthese (réversible) du trehalose, molécule
bioprotectrice mise en évidence en fortes quantités chez plusieurs especes de champignons
en réponse a des stress abiotiques (Wiemken, 1990 ; Hottiger et al., 1994 ; Hounsa et al.,
1998 ; Fillinger et al., 2001 ; Doehlemann et al., 2006 ; Al-Bader et al., 2010 ; Uyar et al.,
2010). Elle pourrait contribuer a limiter le stress associé a I’environnement fromager et a
réduire le temps d’adaptation (temps de latence).

- Deux protéines impliquées dans le métabolisme du glutathion, antioxydant essentiel pour
le maintien de I'homéostasie cellulaire, seraient susceptibles de jouer un réle protecteur
similaire : DUG1 (Cys-Gly metalloendopeptidase, facteur de 5,8 ; également surexprimée par
M. racemosus sur milieu CA), et GSTPA (Glutathion S transferase, facteur de 3,5 ; Baudouin-
Cornu et al., 2012).

- La protéine NECP1 (adaptin-ear-binding coat-associated protein, facteur de 2,1), décrite
chez le rat comme étant I'une des composantes de la machinerie d’endocytose faisant
intervenir des vésicules de chaltrine (clathrin-coated vesicles — CCVs), pourrait améliorer
I'assimilation des nutriments (Ritter et al., 2003).

- Les protéines PPB (Alkaline phosphatase, PHO8 chez S. cerevisiae, facteur de 2,4),
régulateur de I'expression de la nicotinamide mononucleotide (NmR), molécule qui permet
de maintenir le pool cellulaire de NAD+ (Nicotinamide adenine dinucleotide), et MTAP
(MEU1 chez S. cerevisiae), qui catalyse la synthése de nicotinamide (forme de vitamine B3) a
partir du NmR et est également nécessaire pour la production de NAD+ (Canto et al., 2015).
La NAD est une molécule impliqguée dans une multitude de réactions biologiques (Lin et
Guarente, 2003) qui intervient également comme régulateur transcriptionnel. Elle a été trés
étudiée pour son role dans la longévité et I'accroissement de la durée de vie en conditions

de restrictions caloriques chez S. serevisiae (Lin et al., 2000 ; Lu et Lin, 2010).
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Des investigations plus poussées seront nécessaires pour évaluer les réles des 35 protéines
surexprimées et identifier, parmi elles, les marqueurs d’adaptation les plus pertinents.

La comparaison des protéomes de la souche technologique et la souche contaminante sur
milieu fromager et non fromager nous permet d’aborder la notion de Core proteome. Si le
nombre de protéines surexprimées communes aux deux souches est identique sur les deux
milieux, leur nature est par contre totalement différente. Il serait intéressant de compléter
cette approche dans le futur en élargissant ces observations a de nouvelles souches
technologiques, contaminantes ou out-group.

Relativement peu d’études se sont intéressées aux mécanismes d’adaptation/domestication
chez les champignons, et celles qui ont été réalisées ont généralement été faites chez les
levures. Parmi ces dernieres, Saccharomyces cerevisiae est probablement I'espéece qui a fait
I'objet du processus de sélection orienté par ’lhomme le plus complet, portant sur plusieurs
générations et visant a optimiser progressivement son utilisation industrielle (Fay et
Benavides, 2005). Cette « évolution orientée » dans laquelle 'homme a un réle actif dépasse
le stade de I'adaptation et est assimilable a une domestication, telle que celles menées chez
un grand nombre d’animaux « domestiques » ou de végétaux (Lin et al.,, 2014 ; Bosse et al.,
2014). L’étude des séquences génomiques totales de différentes souches de S. cerevisiae
utilisées industriellement a récemment permis de mettre en évidence des signatures
génétiques spécifiques des secteurs dans lesquels ces souches étaient utilisées (brasserie,
panification, vinification, ... ; Novo et al., 2009 ; Borneman et al., 2011 ; Marsit et al., 2015).
Les variations génétiques observées sont principalement des polymorphismes
nucléotidiques (SNPs) mais également des délétions et des insertions associées a des
intégrations répétées a différents endroits du génome de regroupement de génes inconnus
ou impligués dans des fonctions clés comme la fermentation. Cet « enrichissement » est lié a
des apports exogénes, principalement via des échanges avec des souches et/ou espéces
partageant des niches écologiques similaires, comme Torulaspora microellipsoides ou
Zygosaccharomyces bailii (Novo et al., 2009 ; Marsit et al., 2015, 2016).

Chez les champignons filamenteux, les souches appartenant aux espéces Penicillium
roqueforti et camemberti ont été sélectionnées pour leur apport dans I'affinage et les
caractéristiques organoleptiques du Roquefort et du Camembert. A l'identique de ce qui a
pu étre observé chez S. cerevisiae, ces adaptations aux matrices fromageres semblent

associées a des modifications génétiques, notamment a des transferts horizontaux de larges
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régions génomiques (> 10Kb, dénommées HTRs pour « horizontally transferred regions »)
contenant des génes codant pour des protéines favorisant |'utilisation de nutriments
présents dans le fromage ou intervenant dans des mécanismes de compétition (Ropars et
al.,, 2015). Ces modifications semblent conférer aux souches industrielles une croissance
améliorée en environnement fromager, des capacités de colonisation accrues et une

expression protéique plus rapide et intense initiée deés les premiers stades de |'affinage.

Les études de protéomique comparative que nous avons menées durant ce travail ont été
ambitieuses en termes de nombre et de diversité de souches mais également de milieux. Cet
environnement d’étude, que nous avons voulu représentatif de la réalité du terrain, a pour
inconvénient majeur de complexifier considérablement I'analyse des résultats obtenus, qui
sont associés a la variation de plusieurs parametres. Il serait intéressant de compléter ces
approches globales par des études ciblées visant a mesurer I'impact individuel sur les voies
métaboliques de la variation de quelques parametres d’intérét particulier en milieu
fromager comme la concentration en lactose ou en sels. Enfin, il faut noter que la
présence/absence des protéines et leur niveau de production ne reflétent pas forcément la
présence/absence des genes ou leur niveau d’expression. La validation de I'acquisition de
geénes dans le cadre d’une adaptation voire domestication passe donc par une analyse de

génomique comparative.

Perspectives apportées par la génomique

La comparaison des génomes des différentes espéces de Mucor étudiées ici constitue la
perspective immédiate logique de ce travail. C'est la raison pour laquelle nous avons
procédé, en sus des travaux réalisés en amont par Hermet (Hermet, 2013), au séquencage
total du génome de M. endophyticus CBS 385-95 ainsi qu’aux séquencages des ARN totaux
de M. endophyticus CBS 385-95, M. racemosus UBOCC-A-109155, M. fuscus UBOCC-A-
109160, M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 apres culture sur
milieu PDA par une approche de RNA seq (Whole Transcriptome Shotgun Sequencing) (cf
Annexe 2). L'obtention des données de RNA seq a un double intérét: i) permettre une

meilleure annotation structurale et fonctionnelle des génomes désormais disponibles, en
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cernant de maniére plus fine les introns peu ou pas identifiés chez Mucor et ii) réaliser une
étude de transcriptomique comparative permettant d’approcher les notions de core
transcriptome et de transcriptome spécifique. Ces éléments sont actuellement en cours
d’analyse dans le cadre de la thése initiée par A. Lebreton en septembre 2016, en lien avec la
plateforme ABIMS — FR2424 CNRS — Université Pierre et Marie Curie de la station biologique
de Roscoff (projet MUCORSCOPE). Les premiers résultats des analyses bioinformatiques
faites par A. Lebreton ont d’ores et déja permis de déterminer que 6390 génes étaient
communs aux cing souches que nous avons étudiées (Tableau n°10), et que 438 étaient

spécifiques des souches appartenant a des especes technologiques.

Tableau n°10 : Génomes de Mucor actuellement disponibles.

Espéce Référence Taille du génome (Mb) Source
Mucor fuscus UBOCC-A-109160 40,6
M. lanceolatus UBOCC-A-109153 43,4 Lubem
M. racemosus UBOCC-A-109155 46,9
M. endophyticus CBS 385-95 35,2
M. circinelloides CBS 277-49 36.6 Tang et al., 2015

L'annotation experte des génomes sera couplée a une analyse d'orthologie (lien évolutif
entre deux genes présents chez deux espéeces différentes). Cela devrait permettre de dresser
les limites d’un « core genome » chez Mucor mais aussi, potentiellement, de mettre en
évidence des genes spécifigues a chacune des souches analysées provenant
d’expansions/contractions de certaines familles de génes, peut-étre sous la forme de régions
transférées horizontalement comme cela est les cas chez les Penicillium (Ropars et al., 2015).
Des analyses de populations complémentaires (aprés avoir amplifié des régions d’intérét
chez plusieurs souches des especes technologiques) devraient également permettre de
vérifier par le biais de l'utilisation du rapport dN/dS (substitutions nucléotidiques non
synonymes / substitutions nucléotidiques synonymes) si certains des génes identifiés comme
potentiellement impliqués dans I'adaptabilité au milieu fromager sont soumis ou non a une
sélection positive forte qui serait di a de |'adaptation évolutive et méme a un phénomeéne

de domestication.

201



L'ensemble de ces résultats sera d’intérét pour proposer des marqueurs d’adaptation
évolutive chez les especes technologiques ou les contaminants fréquents, qui pourront faire
I'objet d’investigations ciblées visant a vérifier que ces genes candidats et leurs produits
offrent bien un avantage compétitif (et donc évolutif) sur milieu fromager. Parmi les
approches utilisables, la RT-gPCR permettrait de réaliser un suivi d’expression de genes sur
milieux fromagers et non-fromagers (Monnet et al.,, 2013 ; Cusick et al., 2014 ; Paolinelli-
Alfonso et al., 2016 ; Fuentes et al., 2016). Une approche plus exhaustive telle que le RNAseq
a partir de transcrits sur milieux fromager et non fromager serait également envisageable. Le
recours au séquencage RNAseq chez des souches cultivées dans les mémes conditions
(température, milieu, ...) permettrait en effet de compléter les résultats de protéomiques
obtenus en intégrant les phénomeénes de régulation post-transcriptionnelle,
particulierement ceux associés aux RNAi décrits récemment chez Mucor circinelloides
(Nicolas et al., 2015; Ruiz-Vazquez et al, 2015; Torres- Martinez et al., 2016). La
neutralisation de I'expression de certains génes candidats pourrait étre également envisagée
afin de vérifier que I'absence de la protéine correspondante pénalise la souche manipulée
sur milieu fromage par rapport a une autre souche. Cela pourrait-étre réalisé par RNA
interférence (RNAi ou « post-transcriptional gene silencing »), stratégie tres utilisée pour
décrypter les processus de cancérogénese chez ’lhomme (Villalobos-Escobedo et al., 2016 ;
Hu et al, 2016 ; Liu et al., 2016) et qui été mise en place récemment chez P. roqueforti
(Kosalkova et al., 2015 ; Gil-Duran et al., 2015) ; mais plus avantageusement par “clustered,
regularly interspaced, short palindromic repeat » (CRISPR), couplé a I'endonucléase Cas9
(pour CRISPR associated protein 9). CRISPR-CAS9 est un outil de génie génétique a fort
potentiel permettant d’inactiver ou au contraire d’introduire un gene présentant un intérét
majeur dans un organisme (Ng@dvig et al., 2015 ; Ceasar et al., 2016). Il commence a étre
développé et utilisé chez les levures et certains champignons filamenteux comme S.
cerevisiae, Aspergillus fumigatus ou Aspergillus oryzae (Ronda et al.,, 2015 ; Zhang et al.,

2016 ; Katayama et al., 2016).
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Postface :

Cette these m’a donné I'opportunité de me replonger avec plaisir dans le monde de la
recherche en m’intéressant aux champignons filamenteux impliqués dans I'affinage du
fromage, domaine bien différent du secteur pharmaceutique dans lequel j’ai évolué durant
plus de 10 années. J'ai beaucoup apprécié cette période intense qui m’a permis de mener un
projet d’intérét en découvrant et développant de nombreuses approches (physiologie,
modélisation, protéomique, métabolomique, génomique), et en valorisant mon expérience
et mes acquis précédents. J'ai également eu la chance de participer a de nombreux congrés
nationaux et internationaux (Annexe 3), de réaliser des formations pointues (qPCR,
bioinformatique, ...; Annexe 4) et d’effectuer des cours magistraux dans le domaine du
management de la qualité. Ces années ont passé vite et ont généré un grand nombre de
résultats qui apporteront, je I'espere, des éléments d’intérét pour [Iélucidation de
mécanismes précis d’adaptation des souches technologiques de Mucor a I'environnement
fromager. Au terme de ce congé de reconversion, je suis motivée pour tenter de poursuivre
ma route dans le domaine de la recherche académique et de I'enseignement dans la logique

de travail d’équipe collaboratif et d’ouverture qui m’a toujours guidée.
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ANNEXES

Annexe 1: Liste et identification des spots témoins utilisés pour
I’étude protéomique inter-spécifique
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A. Correspondance entre les 12 spots protéiques utilisés comme témoins pour Mucor lanceolatus UBOCC-A-109153 et Mucor circinelloides CBS 277-49 sur milieu CA. Les
lignes en gras correspondent aux protéines dont I'identification est identique pour les deux souches (7 spots sur les 12).

spot_id Accession Blast accession Blast description Homology S. cerevisiae Score Mass Coverage #peptides
M. lanceolatus
Cc1 jgi|Mucci2|129510| gw1.04.1565.1 gi| 74581921 |sp|013907.1 ACL2_SCHPO: Probable ATP-citrate synthase subunit 2 X 105,57 53192,81 3,93 3
c2 contig_1854 gi13334226|sp|Q27203.1 HPPD_TETTH: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase; 4-hydroxyphenylpyruvic X 206,53 560543,32 0,86 4
c3 jgi|Mucci2| 116185|Genemark1.11948 g gi|119779|sp|P25093.1 FAAA_RAT: Fumarylacetoacetase (FAA; Beta-diketonase) X 139,74 46962,94 13,85 4
ca contig_8906 gi|74858798|sp|Q55DV9.1  CGL_DICDI: Cystathionine gamma-lyase; Gamma-cystathionase CYS3 566,83 169657,65 8,69 8
c5 contig_62 gi| 75075872 |sp| Q4R502.1  IDHP_MACFA: Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial IDP2 377,67 408182,22 2,59 9
(o] jgi | Mucci2| 104071 | Muccil.FSI_estExt_fg gi|30580445|sp|Q96UF1.1 G3P3_MUCCL: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 (GAPDH) TDH3 169,26 36154,62 10,67 3
c7 jgi|Mucci2|107041| Genemark1.2804_g  gi|12229635|sp|060037.1 6PGD_CUNEL: 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating GND2 262,72 52725,60 10,86 4
c8 jgi|Mucci2|112170| Genemark1.7933_g  gi| 74670431 |sp| Q4WLN1.1 ACON_ASPFU: Aconitate hydratase, mitochondrial; Aconitase ACO1 65,65 85366,14 4,25 3
c9 jgi|Mucci2| 114955| Genemark1.10718_g gi|121805180|sp|Q2UPZ7.1 DNPEP_ASPOR: Aspartyl aminopeptidase (DAP) APE4 58,71 52488,05 4,40 2
C10 jgi|Mucci2|108959| Genemark1.4722_g gi|44888975|sp|P53444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBA1 394,91 39348,54 18,77 5
C11  jgi|Mucci2|107314|Genemark1.3077_g gi|68565909|sp|Q8L831.1 NUDT3_ARATH: Nudix hydrolase 3 (AtNUDT3) X 181,46 60078,67 7,69 5
C12  jgi|Mucci2|115965|Genemark1.11728 g gi|152032428|sp|A5DI11.1 EF2_PICGU: Elongation factor 2 (EF-2) EFT1 79,17 94522,12 3,14 3
M. circinelloides
Cc1 jgi|Mucci2|129510|gw1.04.1565.1 gi|74581921|sp|013907.1  ACL2_SCHPO: Probable ATP-citrate synthase subunit 2 X 108,74 53192,81 9,73 4
c2 jgi|Mucci2| 119751 | gw1.02.436.1 gi|3334226|sp|Q27203.1 HPPD_TETTH: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase; 4-hydroxyphenylpyruvic X 116,55 42137,32 9,92 4
c3 jgi|Mucci2|116185|Genemark1.11948 g gi|119779|sp|P25093.1 FAAA_RAT: Fumarylacetoacetase; (FAA; Beta-diketonase) X 84,99 46962,94 12,68 4
ca jgi|Mucci2|119875|gw1.08.180.1 gi|74858798|sp|Q55DV9.1  CGL_DICDI: Cystathionine gamma-lyase; Gamma-cystathionase CYSs3 219,39 40850,83 25,27 6
c5 jgi|Mucci2| 115934 | Genemark1.11697_g gi|74626323|sp|Q9Y7R8.1 MDHM_SCHPO: Malate dehydrogenase, mitochondrial; Flags: Precursor MDH1 540,48 35652,82 37,96 9
c6 jgi|Mucci2| 104068 | Muccil.FSI_estExt_fg: gi|30580446|sp|Q96UF2.1 G3P2_MUCCL: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2 (GAPDH) TDH3 124,76 35841,44 8,00 2
c7 jgi|Mucci2|113638| Genemark1.9401_g  gi|51701859|sp|Q9UT44.1 PROA_SCHPO: Probable gamma-glutamyl phosphate reductase (GPR) PRO2 591,43 49864,91 26,75 11
c8 jgi|Mucci2| 108684 | Genemark1.4447_g  gi|51701713|sp|Q9HES8.1  PYC_ASPNG: Pyruvate carboxylase; Pyruvic carboxylase; PYC2 129,80 129447,56 5,02 4
Cc9 jgi|Mucci2|110754| Genemark1.6517_g  gi| 1168767 |sp | Q03700.1 CARP4_RHINI: Rhizopuspepsin-4; Aspartate protease PEP4 472,31 41976,18 33,42 8
C10 jgi|Mucci2| 108959| Genemark1.4722_g  gi|44888975|sp|P53444.2  ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBA1 301,10 39348,54 23,81 6
c11 jgi|Mucci2| 116244 Genemark1.12007_g gi|6831528|sp|094760.3 DDAH1_HUMAN: N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase X 172,75 30841,69 17,86 4
C12 jgi|Mucci2| 108072 | Genemark1.3835 g  gi|2495359|sp|Q01877.1 HSP71_PUCGR: Heat shock protein HSS1 SSA3 439,02 70882,92 16,77 9
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B. Correspondance entre les 12 spots protéiques utilisés comme témoins pour Mucor lanceolatus UBOCC-A-109153 et Mucor circinelloides CBS 277-49 sur milieu PDA.

Les lignes en gras correspondent aux protéines dont I'identification est identique pour les deux souches (7 spots sur les 12).

spot_id Accession Blast accession Blast description Homology S. cerevisiae Score Mass Coverage #peptides
M. lanceolatus
c1 contig_7668 gi|12230023|sp | 074286.1 ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENO1 714,23 177922,17 9,65 10
c2 contig_7668 gi|12230023|sp | 074286.1 ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENO1 69,44 177872,35 2,10 2
c3 contig_2578 gi]12229635|sp | 060037.1 6PGD_CUNEL: 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating GND2 98,92 197761,81 2,23 3
ca contig_5195 gi|14285475|sp | 074225.1 HSP88_NEUCR: Heat shock protein hsp88 SSE2 197,33 312747,34 2,08 5
c5 contig_2874 gi|2492504|sp|Q96372.1 CDC48_CAPAN: Cell division cycle protein 48 homolog CDC48 83,58 295080,07 1,45 3
C6 contig_2761 gi|74591280|sp | Q5AF03.1 HSP31_CANAL: Glyoxalase 3; Glutathione-independent HSP31 115,90 82166,40 3,08 2
c7 contig_3857 gi| 26454609 |sp|P93212.2 14337_SOLLC: 14-3-3 protein 7 BMH2 246,66 317576,34 2,01 5
c8 contig_7048 gi|189036755|sp | AQWFT9.1 PDXS_CHLAA: Pyridoxal 5'-phosphate synthase subunit PdxS (PLP) SNZ1 74,52 211857,94 1,14 2
c9 contig_7160 gi|46576851|sp|Q9NL98.1  PRDX_ASCSU: Peroxiredoxin (AsPrx; Thioredoxin) TSA1 90,89 285473,07 0,85 2
C10 contig_3900 gi|121924008|sp|QOGYU4.1  GLD2_HYPIJE: Glycerol 2-dehydrogenase (NADP(+)) GCY1 293,53 283569,69 3,18 7
c11 contig_1084 gi|81884012|sp|Q63487.1  RRAGB_RAT: Ras-related GTP-binding protein B (Rag B) GTR1 176,58 566211,26 1,20 5
C12 contig_3674 gi|48474648|sp|Q9HDY4.1  YK16_SCHPO: Putative ATP-dependent RNA helicase PB1A10.06c ECM16 44,17  236566,85 0,56 1
M. circinelloides

Cc1 jgi| Mucci2| 114397 | Genemark1.10160_g gi|12230023|sp|074286.1 ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENO1 584,76 46963,25 38,11 10
c2 jgi| Mucci2| 114397 | Genemark1.10160_g gi|12230023|sp|074286.1 ENO_CUNEL: Enolase; 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ENO1 854,45 46963,25 41,11 11
c3 jgi|Mucci2|107041| Genemark1.2804_g gi|12229635|sp|060037.1 6PGD_CUNEL : 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating GND2 480,90 52725,60 23,38 9
ca jgi|Mucci2| 108573 | Genemark1.4336_g gi|14285475|sp|074225.1  HSP88_NEUCR: Heat shock protein hsp88 SSE1 184,71 85100,67 8,80 5
c5 jgi|Mucci2|113864| Genemark1.9627_g gi|257051069|sp|P23787.3 TERA_XENLA: Transitional endoplasmic reticulum ATPase (TER) CDC48 83,17 104657,41 4,10 3
C6 jgi|Mucci2|106976| Genemark1.2739_g gi|146345370|sp|Q00083.2 APSA_EMENI: Anucleate primary sterigmata protein A NUM1 7,67 17428232 1,52 1
c7 jgi|Mucci2|113266| Genemark1.9029_g gi|1729883|sp|Q10344.1 TCTP_SCHPO: Translationally-controlled tumor protein homolog TMA19 56,08  18846,28 16,37 2
c8 jgi|Mucci2| 106052| Genemark1.1815_g gi|3123099|sp|014027.1 PDX1_SCHPO: Probable pyridoxal 5'-phosphate synthase subunit SNZ1 50,09 33447,07 9,21 2
c9 jgi|Mucci2| 123326 gw1.05.623.1 gi|46576851|sp|Q9NL98.1  PRDX_ASCSU: Peroxiredoxin (AsPrx; Thioredoxin) TSA1 102,45 20968,80 17,37 3
C10 jgi|Mucci2|114446| Genemark1.10209_g gi|44888975|sp|P53444.2 ALF_NEUCR: Fructose-bisphosphate aldolase; FBP aldolase FBA1 669,67 39604,87 38,61 12
c11 jgi|Mucci2|109231| Genemark1.4994 g gi|2495359|sp|Q01877.1 HSP71_PUCGR: Heat shock protein HSS1 SSA3 22545 70509,77 15,47 8
c12 jgi| Mucci2| 114600] Genemark1.10363_g gi|82209499|sp|Q7ZTP2.1  ARP2A_XENLA: Actin-related protein 2-A; Actin-like ARP2 129,90 44518,70 15,35 4
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Annexe 2 : Protocoles utilisés pour la contribution a I’étude génomique
- Principaux résultats

Etape 1. Obtention des mycéliums des souches d’intérét

Les spores des souches CBS 385-95 de M. endophyticus, UBOCC-A-109155 de M. racemosus,
UBOCC-A-109160 de M. fuscus, UBOCC-A-109153 de M. lanceolatus, CBS 277-49 de M.
circinelloides utilisées pour les études physiologiques et protéomiques ont été utilisées pour
inoculer des milieux gélosés PDA sur lesquels avaient été disposés des films de cellophanes
(cf protocole décrit dans le matériel et méthodes de I'article n°3). Aprées 4 jours (extraction
d’ARN) et 7 jours (extraction d’ADN) de culture a 25°C, les mycéliums ont été détachés des
films de cellophanes avec des spatules stériles et broyés dans des mortiers en présence
d’azote liquide.

Etape 2. Extraction d’ADN de haute qualité pour séquencage total

L’extraction d’ADN génomique de la souche CBS 385-95 de M. endophyticus a été réalisée en
utilisant 500 mg de poudre de mycélium selon le protocole adapté fourni par I'INRA de
Nancy (Kohler et al., 2001) décrit dans le protocole 1 ci-apres. Afin d’éliminer au maximum
les pigments présents, deux filtrations successives complémentaires sur colonne Chroma
Spin ont été effectuées avant une vérification sur gel d’électrophorese (Figure A). Un total
de 6155 ng d’ADN dans un volume de 230 plL a été obtenu au terme des étapes d’extraction
et de purification. Cette suspension a été concentrée environ 5 fois par passage au Speedvac
(volume final de 60 puL a 150 ng/uL), puis envoyée a la société Macrogen pour séquengage
sur HiSeq 2000. La taille estimée du génome au terme du séquencage varie de 37 110 899 a
37 443 856 paires de bases, avec un GC pourcent de 34,54%. Un total de 882 contigs a été
obtenu (longueur moyenne de 36 891 pb).

Figure A : Electrophorese sur gel d'agarose a 1% de I’ADN génomique total de la souche CBS
385-95 de M. endophyticus. Dépot de 5ul / puits : d’ADN génomique extrait (colonnes n® 1, 2
et 5), de I'éluat 1 (colonne n°3) et de I'éluat 2 (colonne n°4). L = échelle moléculaire (tailles
exprimées en nombre de paires de bases). Migration a 90 V pendant 45 min.
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Etape 3. Extraction des ARN totaux pour RNAseq

Les ARN totaux des souches CBS 385-95 de M. endophyticus, UBOCC-A-109155 de M.
racemosus, UBOCC-A-109160 de M. fuscus, UBOCC-A-109153 de M. lanceolatus et CBS 277-
49 de M. circinelloides ont été extraits en utilisant le protocole RNeasy® Plant Mini Kit de
Qiagen (Protocole 2 - partie 1 ci-apres,) puis ont subi un traitement DNAse avec le kit RTS
DNase de MOBIO. Les puretés et les quantités d’ARN produits pour chacune des souches ont
été mesurées par spectrophotométrie au terme du protocole d’extraction et se sont avérées
correspondre aux exigences des plateformes de séquencgage. Les suspensions ont ensuite été
envoyées a la plateforme BiogenOuest de Nantes ou a la société Macrogen pour la
réalisation du séquencage sur lllimuna HiSeq 1500 ou HiSeq 2000 (Protocole 2 - partie 2 ci-
aprés). La figure B présente les résultats des contréles de pureté qui ont été réalisés au

laboratoire avant envoi puis par les plateformes a réception des échantillons.

spectrophotométrie avant envoi aux plateformes. B. Analyses réalisées a réception avec un

Figure B : Résultats des controles qualité réalisés sur les ARN extraits. A. Analyses par

bioanalyseur Agilent par la plateforme BiogenOuest de Nantes.

A.
Espece M. fuscus M. lanceolatus M. racemosus M. endophyticus M. circinelloides
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Protocole 1 : Extraction de I'ADN génomique de haute qualité :

Protocole de I'INRA de Nancy — Equipe Ecogénomique (Kohlet A, Murat C, Costa M — version 2 du 17/01/2001), modifié a
partir des protocoles du Professeur Spanu P (Imperial College, Londres) et Fulton TM, Chunwongse J, Tanksley SD (Pl Mol Biol
Rep 13, 207 (1995)).

I. Réactifs nécessaires :

TAMPON A :

: Cf (M) Vi (ml)
0,35 M sorbitol Sorbitol 1M 0.35 10.5
0,1M d? Tris-HCl, pH 9 Tris HCL1M 01 3
> mM d'EDTA, pH 8 EDTAO.5 M 0.005 03
H20 Qsp 30
TAMPON B : cf (M) Vi (ml)
0,2 M de Tris-HCl, pH 9 Tris1M 0.2 6
50 mM EDTA , pH 8 EDTA 0.5M 0.05 3
2 M NacCl NaCl 5M 2 12
2% CTAB (Cétyl Trimethylammonium Bromide) CTAB 10 % 2% 6
H20 Qsp30

TAMPON C:
5% SARKOSYL (sel de N-lauroylsarcosine sodium SIGMA L5125)

Tampon de lyse : Pour 17,5 ml
2,5 volume de tampon A : 6,5 ml
2,5 volume de tampon B : 6,5 ml
1,0 volume de tampon C: 2,6 ml
PVP 0,1% : 1,75 ml

Protéinase K : 125 pl

TE : Tris 1M pH8 Cf (M) Vi (ml)

EDTA 0.5M PH8 Tris 1M 0.01 0.5
EDTA 0.5M 0.001 0.1

Acétate de potassium 5M a pH 7,5 H20 Qsp 50

RNAse A (10 mg/ml)

Proteinase K (20 mg/ml)
Polyvinylpyrrolidone (PVP) 1 %
Chloroforme:lsoamylalcool (24:1)
Sodium Acetate (NaAc) 3M

Isopropanol 100%
Ethanol 70%

Qiagen Genome-tip 500/G (ref #10262) et tampons Qiagen QC (ref #19055), QBT (ref #19059) et QF (ref #19056)

Il. Mode opératoire

Phase 1 :

- Préchauffer le tamponBa 65°C

- Préparer le tampon de lyse : utiliser 17,5 ml pour 500 mg de produit de départ

- Broyer trés finement et rapidement le mycélium dans de I'azote liquide en utilisant un mortier stérile, et transférer 500
mg de poudre dans un Falcon de 50 ml. Tout se fait sur la glace !

- Ajouter 17,5 ml de tampon de lyse dans le tube et mélanger au vortex

- Incuber 30 min a 65 ° C, mélanger fréquemment en inversant le tube

- Ajouter 5,75 ml (0,33 vol) d’acétate de potassium (5M), mélanger en inversant le tube et incuber 30

min sur la glace
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- Centrifuger pendant 20 mina5000ga4°C

- Transférer le surnageant dans un nouveau tube Falcon de 50 ml et ajouter 1 vol de Chloroforme:lsoamylalcool (24:1)
- Centrifuger pendant 10 min a 5000g a 4 ° C (phase aqueuse trouble = présence de protéines)

- Transférer la phase aqueuse dans un tube Falcon de 50 ml

- Re-centrifuger 10 min a 8000g a 4°C pour prélever le reste de la phase aqueuse

- Ajouter 100 pl de RNase A (10 mg / ml) et incuber 90 a 120 mina37°C

- Ajouter 1/10%™e (1.75ml) en volume d’Acétate de sodium et 1 volume d'isopropanol (17.5 ml) et incuber 5 min a
température ambiante

- Centrifuger 45 min a 8000g a 4°C

- Jeter le surnageant

- Laver le culot avec 2 ml d'éthanol (70%) et centrifuger 15 min a 8000g a 4°C

- Jeter le surnageant et sécher le culot pendant 5 min a température ambiante

- Reprendre le culot dans 500 pl de TE a 65 ° C, transférer dans un Eppendorf de 1.5 ml et conserver a-80 ° C

Phase 2 :

Utilisez 4 extractions de 500 mg de matériel de départ pour une 1 colonne Qiagen Genomic Tip 500G :

- Mélanger 500 pul ADN *4 (dans le TE) de quatre extractions et ajouter 8 ml tampon QBT

- Equilibrer la Qiagen Genomic-tip 500 / G avec 10 ml de tampon QBT

- Placez la colonne sur un nouveau tube Falcon de 50 ml et charger I'ADN extrait. Gardez I'éluat 1

- Laver les colonnes deux fois avec 15 ml de tampon QC. Récupérer I'éluat 2

- Placer la colonne sur un tube Falcon de 50 ml et éluer I'ADN avec 15 ml de tampon QF préchauffé (50 ° C)

- Ajouter un 1/10 éme (1.5 ml) de volume d’acétate de sodium et 1 volume d'isopropanol (15 ml) et incuber 5 min a
température ambiante

- Centrifuger 45 min a 8000g a 4°C

- Jeter le surnageant

- Laver le culot avec 2 ml d'éthanol (70%) et centrifuger pendant 10 min a 8000g a 4°C

- Jeter le surnageant et sécher le culot pendant 5 a 20 min a température ambiante

- Reprendre le culot dans 250 pl de TE a 65 ° C et conserver a-80 ° C

- Préparer un gel d'agarose a 1% et charger 5ul de : I'échantillon d'ADN génomique, de I'éluat 1 (purification 1) et de I'éluat
2 (purification 2).

- OPTION : Un second passage a travers des colonnes Qiagen Genomic Tip OU (recommandé si la solution reste colorée
par des pigments) une filtration en utilisant CHROMA SPIN + TE-1000 colonnes (Clontech)

Remarques :
* Pour les especes de Pisolithus et de nombreux autres champignons, le mieux est d’utiliser des cultures de mycelium
jeunes. Les cultures ne doivent pas dépasser 30 jours ou la production de nombreux pigments autres poseront problémes.
* Utiliser des gants tout le temps.
* Utilisation de la hotte chimique lors de I'utilisation du chloroforme: isoamylalcool mélangé.
e Le mycélium doit étre broyé dans I'azote liquide de fagon a obtenir une poudre tres fine, sinon le rendement de
I'ADN est pauvre (faible) !
- Ne jamais laisser les échantillons décongeler.
- Une fois pesé, les échantillons sont conservés sur de la glace jusqu'a ce que les tampons d'extraction aient été
ajoutés.
- Sauf indication contraire et explicite dans le protocole, les tubes sont toujours conservés sur de la glace.

e  Utilisation de Qiagen Genomic-tip 500 / G colonnes: souvent mieux que d'utiliser les colonnes 100 / G,
notamment pour éliminer les contaminants et les pigments résiduels.
En commengant avec 4 X 500 mg de mycélium, risque de dépasser la capacité de 100 ug de la colonne. Il faut dont presque
toujours prévoir des élutions supplémentaires pour récupérer I'ADN qui n'a pas été retenu dans la colonne.

Phase optionnelle : Protocole d’utilisation des colonnes CHROMA SPIN (Clontech) :

- Inverser plusieurs fois la colonne pour remettre en suspension la matrice.

- En tenant la colonne CHROMA SPIN debout, casser le bout de la colonne.

- Placer la colonne sur tube collecteur de 2 ml et soulevez le couvercle supérieur.

- Centrifuger a 700g pendant 5 min.

- Placer la colonne sur un nouveau tube de 2 ml.

- Déposer lentement et soigneusement I'échantillon au centre de la colonne (70 pl a 100 pl)
- Centrifuger a 700 g pendant 5 min.

- Stocker I’échantillon purifié a -80°C
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Protocole 2 : Extraction d’ARN pour RNAseq

Partie 1 : Extraction d’ARN avec le RNeasy ® Plant Mini Kit de Qiagen

I. Réactifs nécessaires / recommandations :

Avant de commencer :

-Ce Kit offre plusieurs choix de tampons de lyse. Le tampon RLT, généralement utilisé, peut provoquer la solidification de
certains échantillons, en fonction de la quantité et du type de métabolites secondaires dans le tissu. Dans ces cas, le
tampon RLC doit étre utilisé en remplacement.

-Ajouter 10 pl soit de B-mercaptoéthanol (B-ME), ou 20 pi de dithiothréitol 2 M (TNT) *, a 1 ml du tampon RLT ou RLC avant
utilisation. Les tampons avec du TNT ou du B-ME peuvent étre conservés a température ambiante pendant 1 mois.

-Ajouter 4 volumes d'éthanol (96-100%) au tampon RPE d'une solution de travail.

-Préparer un bac de glace afin d’y réaliser I'ensemble des opérations.

1. Mode opératoire

la. Placer 100 mg de mycélium dans un mortier et un pilon et recouvrir immédiatement d’azote liquide. Broyer
soigneusement. Décanter la poudre du tissu mycélien et l'azote liquide dans le microtube de 2 ml RNase-free
préalablement refroidi (non fourni).

Laisser |'azote liquide s'évaporer mais ne pas permettre au tissu de décongeler.

Procéder immédiatement a I'étape 2.

2. Ajouter 450 pl du tampon RLT ou RLC a un maximum de poudre de tissu. Vortexer vigoureusement.

3. Transférer le lysat dans une colonne QlAshredder (couleur lilas), placé dans un tube de 2 ml. Centrifuger pendant 2 min a
pleine vitesse. Transférer I'éluat dans un nouveau tube (non fourni) sans perturber le culot de débris cellulaires.

4. Ajouter 0,5 volume d'éthanol (96-100%) au lysat clarifié, et mélanger immédiatement par pipetage. Ne pas centrifuger.
Procéder immédiatement a I'étape 5.

5. Transférer I'échantillon, avec le précipité, sur une RNeasy Colonne spin Mini (rose) mise sur un tube collecteur de 2 ml
(fourni). Fermez le couvercle du tube, et centrifuger pendant 15 s a > 8000 g (> 10000 rpm). Jeter I'éluat.

6. Ajouter 700 pl de tampon RW1 a la colonne RNeasy. Fermez le couvercle du tube et centrifuger pendant 15 s a > 8000 g.
Jeter I'éluat.

7. Ajouter 500 ul de tampon RPE a la colonne RNeasy. Fermez le couvercle et centrifuger pendant 15 s a > 8000 g. Jeter
I'éluat.

8. Ajouter 500 pl de tampon RPE a la colonne RNeasy. Fermez le couvercle et centrifuger pendant 2 min a > 8000 x g.

Facultatif: Placer la colonne RNeasy dans un nouveau tube collecteur de 2 ml (Fourni). Centrifuger a pleine vitesse pendant
1 min pour sécher la membrane.

9. Placer la colonne RNeasy dans un nouveau tube de 1,5 ml collecteur (fourni).
Ajouter 30 a 50 pl d'eau RNase free directement sur la membrane de la colonne.

Fermez le couvercle du tube et centrifuger pendant 1 min a > 8000 g pour éluer I'ARN = Eluat 1 (premier tube : dosage).

10. Si le rendement de I'ARN attendu est > 30 pg, répétez I'étape 9 en utilisant une autre quantité de 30-50 pul d'eau RNase
free (28me élution / décrochage) (deuxiéme tube : dosage).

I est également possible d’utiliser ['éluat de [I'étape 9 (si une grande concentration en ARN
est nécessaire). Réutiliser le tube de collecte de I'étape 9 (concentration de I'éluat : hyper concentrée, un seul dosage).

11. Faire un traitement DNase adapté sur I'extrait d’ARN (environ 50 pl d’extrait) en suivant précisément le protocole RTS
DNase Kit de MOBIO.
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Partie 2 : Protocole RNAseq

- Séquenceur : Hiseq 1500 ou 2000 lllumina
- Lecture : Paired-end (run 2*100 paires de bases), c'est-a-dire a partir des deux extrémités
- Dosages des ARN : Bioanalyseur Agilent
- Kit utilisé pour la préparation des librairies :
Pour M. racemosus UBOCC-A-109155, M. fuscus UBOCC-A-109160 et M. lanceolatus UBOCC-A-109153 :
Kit NEB : NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit for lllumina (ref NEB#E7530G). Utilisation d’1 pg d'ARN. Contréle de la qualité
des librairies par TapeStation (Agilent), cassettes D1K, puis quantification par qPCR (kapa sybr fast gPCR kit et ADN standard
kapa) avec des oligos spécifiques des séquences P5 and P7 d'illumina (seuls les fragments d'ADN qui ont les primers P5 et

P7 seront séquencés puisque ces séquences sont indispensables a la fixation des ADN sur le support de séquengage
(flowcell)).

Pour M. endophyticus CBS 385-95:
Ribo-Zero rRNA Removal Kit (Bacteria) et TruSeq RNA Sample Prep Kit (v2).

Etapes du processus de séquengage HiSeq illumina:

§ gy

L —, L [y
— e N ,‘
— :

" :
E,

(11
— —

T

Library

Le séquengage comprend 4 étapes :
1) Library Preparation

The sequencing library is prepared by random fragmentation of the DNA or cDNA sample, followed
by 5’ and 3’ adapter ligation. Alternatively, “tagmentation” combines the fragmentation and ligation
reactions into a single step that greatly increases the efficiency of the library preparation process.
Adapter-ligated fragments are then PCR amplified and gel purified.

2) Cluster Generation

For cluster generation, the library is loaded into a flow cell where fragments are captured on a lawn
of surface-bound oligos complementary to the library adapters. Each fragment is then amplified

into distinct, clonal clusters through bridge amplification. When cluster generation is complete, the
templates are ready for sequencing.

3) Sequencing

Mumina SBS technology utilizes a proprietary reversible terminator-based method that detects
single bases as they are incorporated into DNA template strands. As all 4 reversible,
terminator-bound dNTPs are persent during each sequencing cycle, natural competition minimizes
incorporation bias and greatly reduces raw error rates compared to other technologies. The result
is highly accurate base-by-base sequencing that virtually eliminates sequence-context-specific
errors, even within repetitive sequence regions and homopolymers.
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4) Data Analysis

During data analysis and alignment, the newly identified sequence reads are then aligned to a
reference genome. Following alignment, many variations of analysis are possible such as single
nucleotide polymorphism (SNP) or insertion-deletion (indel) identification, read counting for RNA

methods, phylogenetic or metagenomic analysis, and more.

232



Annexe 3 : Valorisations scientifiques

1) Articles dans revues internationales a comité de lecture :

® Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. (2016). Determination of seven
Mucor spp. growth behavior in relation to cheesemaking conditions. Food Microbiology 56:
69-79.
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Food Microbiology

journal homepage: www.elsevier . com/locatefm

Effect of temperature, pH, and water activity on Mucor spp. growth on @mmﬁ
synthetic medium, cheese analog and cheese

stéphanie Morin-Sardin *, Karim Rigalma *, Louis Coroller ¥, Jean-Luc Jany *,
Emmanuel Comn *°
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© 2015 Elsevier Lid. All rights reserverd.

@ Morin-Sardin S, Nodet P, Coton E and Jany JL. Mucor: a janus-faced fungal genus with
human health impact and industrial applications. Soumis a Mycologia le 29 Juillet 2016.

® Morin-Sardin S, Jany JL, Artigaud S, Pichereau V, Bernay B, Coton E, Madec S. Proteomic
analysis of the adaptation of Mucor spp. to cheese environment. Soumis a Journal of
proteomics le 25 Juillet 2016.
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2) Présentations orales lors de congreés internationaux :

@® Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. Growth abilities of Mucor spp. in
dairy environment: from experimental data to predictive modeling. International Conference
on Predictive Modeling in Food, Rio de Janeiro, Brésil, 8 au 12 septembre 2015.

International Conference on "~
Predictive Modelling in Food I ‘ P M F
Rio de Janeiro, Brazil 8-12 September 2015

The Mucor genus includes ubiquitous species regularly encountered as contaminants of
foodstuffs where they induce undesirable effects including off-flavours, anomalous textures
or discolorations. In the cheesemaking context, some Mucor spp. are used as technological
microorganisms contributing to the texture and the sensory characteristics of cheeses such
as Tommes while, on other cheeses, they can cause spoilage. To date, growth abilities but
also positive and negative impacts of Mucor spp. on cheese are poorly known.

The aim of this study was to investigate the behavior of contaminant and technological
Mucor strains under different physicochemical conditions encountered in the dairy industry.

The impact of abiotic factors (temperature: 0 to 50 °C; water activity: 0.84 to 0.99; pH 1.8 to
13.6) on the growth of strains pertaining to different species commonly encountered in
cheeses (M. circinelloides, M. racemosus, M. lanceolatus, M. fuscus, M. spinosus, M.
brunneogriseus), as well as of a plant endophyte (M. endophyticus, as an outgroup), were
determined on synthetic Potato Dextrose Agar medium (PDA). Assessment of radial growth
kinetics including a lag phase followed by a constant radial growth of the mycelium allowed
to estimate cardinal values for each species and abiotic factor. These data were
consequently used to design and validate a model to predict the growth rate of the different
species on Cheese Agar medium and actual cheeses (Tomme de Savoie and goat cheese).
Comparison of experimental and modeling growth rates on cheese matrices showed that our
model is relevant for process optimization in the cheese industry. Optimal growth rate
values estimated on cheese matrices were generally lower than those obtained on PDA
except for technological strains which seem to be adapted to the cheese environment. For
some conditions exhibiting major phenotypic differences, a proteomic approach is currently
carried out to identify proteins potentially involved in this adaptation.
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@ Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. Determination of seven Mucor spp.
growth behavior in relation to cheesemaking conditions. VI International Conference on
Environmental, Industrial and Applied Microbiology — BioMicroWorld 2015, Barcelona,
Espagne, 29 au 30 octobre 2015.

i VI International Conference on Environmental, Industrial
BIOMICrOWOI'Id 201 5 and Applied Microbiology :

Barcelona, Spain / 28-30 October 2015

Determination of seven Mucor spp. growth behavior in relation to cheesemaking
conditions

S. Morin-Sardin!, K. Rigalma!, L. Coroller?, S. Madec!, J.L. Jany!, E. Coton!

"Université de Brest, EA 3882, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie Microbienne (LUBEM), ESIAB,
Technopdle Brest Iroise, 29 280 Plouzané, France
*Université de Brest, EA 3882, LUBEM. UMT Spore Risk, IUT, 6 rue de I'Université, 29 334 Quimper, France

The genus Mucor belongs to the Mucoromyvceotina subphylum and Mucorales order [1]. This genus includes a
large number of ubiquitous fungal species. In the dairy environment, some of them play a technological role
providing typical organoleptic qualities to some cheeses while others can cause undesirable effects mcluding off-
flavours, anomalous textures or discolorations [2, 3, 4]. To investigate whether various Mucor species exhibit
different growth behaviors, we studied the impact of abiotic factors (temperature ranging from 0 to 50 °C, water
activity from 0.84 to 0.99 and pH from 1.8 to 13.6) on the growth of Mucor strains on Potato Dextrose Agar
(PDA) medium. The selected strains were representative of dairy technological and contaminant species (M
circinelloides, M. racemosits, M. lanceolatus, M. fuscus, M. spinosus, M. brunneogriseus), as well as of a plant
endophyte (M. endophvticus, integrated as an outgroup). Data collected were used to estimate the temperature,
pH and water activity growth limits for each species on PDA medium. Growth kinetics were then acquired at
15°C on cheese agar medium and actual cheeses (Tomme de Savoie and goat cheese). Interestingly, a
preferential growth behavior was observed on Tomume matrices for M. fuscus and M. lanceolatus, suggesting a
potential adaptation of these technological species fo this specific habitat [5]. Based on published studies, an
integrated model was adapted to predict the radial growth of the seven Mucor species on cheese matrices [6, 7,
8]. Relevant predictions were obtained in most cases, showing the potential of this model to be used n cheese
industry for process optimization. For some condifions exhibiting major phenotypic differences, a proteomic
approach is currently carried out to identify proteins potentially involved in this adaptation.

Keywords: Fungal growth. Mucor, Cheese, Spoilage. Technological species, Predictive model. Adaptation
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3) Présentations orales lors de congrés nationaux :

@® Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. Impact de facteurs abiotiques sur
la croissance de Mucor spp. 11¢™¢ Congrés National de la SFM, Institut Pasteur, Paris, 23 au

25 mars 2015.
sfm

Sorciété Francalse
de Micrabiologie

Le genre Mucor regroupe des espéces de champignons basaux ubiquistes présentes dans
I’environnement mais aussi dans des matieres premiéres et/ou des produits transformés.
Dans le contexte fromager, et en fonction du fromage considéré, les Mucor n’ont pas le
méme rble. Dans les fromages frais et a pate molle (bliche de chévre, Camembert), ils
peuvent étre assimilés a des microorganismes d’altération responsables de défauts de type «
poil de chat ». Au contraire, dans les Tomme et Saint-Nectaire, ils correspondent a des
microorganismes technologiques producteurs de lipases et de protéases participant au
développement des qualités organoleptiques et nutritionnelles des produits. L’objectif de ce
travail consistait i) a évaluer, pour différents facteurs abiotiques clés de la production
fromagere, 'existence de différences de comportement entre espéces technologiques et
contaminantes mais aussi ii) d’élaborer des modeéles mathématiques prévisionnels de
croissance spécifiques. Ces modeles sont d’intérét pour un meilleur contréle du processus de
production. Les valeurs cardinales de croissance et les caractéristiques morphologiques de
six souches fromageres, appartenant a six especes technologiques et/ou contaminantes (M.
brunneogriseus, M. circinelloides, M. fuscus, M. lanceolatus, M. racemosus et M. spinosus) et
d’une souche de I'espece endophyte M. endophyticus ont été déterminées sur un milieu
artificiel standard Potato Dextrose Agar (PDA) en fonction de différents paramétres
environnementaux (teneur en NaCl de 0 a 20% ; températures de 0 a 50°C, aw de 0,85 a 0,99
et pH de 1,8 a 8,7). Les données générées ont été utilisées pour élaborer des modeles
prévisionnels de croissance pour chacune des espéces. La validation de ces modeles a été
effectuée au moyen de I'étude de la croissance fongique sur deux matrices fromagéres
(bGche de chévre et Tomme de Savoie non affinée) et un milieu synthétique mimant le
fromage (cheese agar). Des différences phénotypiques marquées ont été observées au sein
d’'une méme espece en fonction des variations d’un parametre abiotique et du milieu de
culture ainsi qu’entre espéces soumises a des conditions identiques. Les résultats obtenus
suggerent que les especes technologiques présentent une meilleure adaptation aux matrices
fromageres que les espéces contaminantes ou endophyte qui se développent peu et/ou
apres une phase de latence importante. Une approche protéomique est en cours afin
d’identifier les protéines témoignant de I'adaptation a la matrice fromagere.

Mots clés : Mucor ; Fromages ; Flore d’altération ; Flore technologique ; Physiologie ; Modéle
prévisionnel de croissance ; Protéomique.
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@ Morin-Sardin S, Jany JL, Artigaud S, Bernay B, Pichereau V, Coton E, Madec S. Etude de
protéomique des marqueurs d’adaptation de Mucor spp. a I'environnement laitier. Colloque
SFR ScInBioS_IBSAM, Brest, 3 juin 2016.

Etude protéomique des marqueurs d’adaptation de Mucor spp. a I’environnement laitier

Stéphanie MORIN-SARDIN! Jean-Luc JANY!, Sébastien ARTIGAUD?, Benoit BERNAY?,
Vianney PICHEREAU? Emmanuel COTON!, Stéphanie MADEC!

"Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie Microbienne (LUBEM), EA 3882,
Universiteé de Bretagne Occidentale, Plouzane, France

L aboratoire des Sciences de I’Environnement Marin (LEMAR), UMR 6539,
CNRS/UBO/IRD/Ifremer, Institut Universitaire Européen de la Mer, Université de Bretagne
Occidentale, Plouzané, France

3Plateforme Proteogen, SFR ICORE, Université de Caen Basse-Normandie, Caen, France

Le genre Mircor est composé d’especes fongiques ubiquistes fréquemment associées a des
contaminations de produits alimentaires dans lesquels elles peuvent étre a 1’origine d’altération
des propriétés organoleptiques, engendrant de ce fait des pertes économiques. Par ailleurs,
plusieurs especes preésentent un intérét technologique, contribuant au développement des
caractéristiques sensorielles de produits fermentés, comme c’est le cas pour certains fromages
francais (Tomme, St Nectaire...). Cette dichotomie souleve la question d’une adaptation et
potentiellement d’un processus de domestication de certaines espeéces a cet environnement
particulier.

Nous avons récemment montré que des souches de Mucor appartenant aux especes
technologiques ont des taux de croissance optimaux supérieurs a ceux des souches
contaminantes, mais aussi a ceux d’une souche associée au domaine vegétal (endophyte), sur
milieu mimant le fromage ou sur matrices fromageres, en comparaison a un milieu synthétique
(Morin-Sardin ef al., 2016).

Dans le contexte de cette étude, nous avons étudie les mécanismes moléculaires impliqués dans
I’adaptation des especes technologiques a I’environnement fromager. Quatre souches de Mucor
sélectionnées parmi des especes technologiques, contaminantes ou non-associées aux fromages
ont été mises en culture durant 7 jours a 14°C sur milieu synthétique Potato Dextrose Agar
(PDA) ou sur milieu mimant le fromage (Cheese Agar - CA) et leurs protéomes ont été
compares par €électrophoreése bidimensionnelle. Les protéines exprimees de maniere différente
sur milieu PDA versus CA ont été analysées par nanoLC-MALDI TOF/TOF puis identifiées
avec le programme Mascot en utilisant des génomes de M. racemosus, M. fuscus, et M.
lanceolatus séquencés par notre laboratoire et des bases de données publiques. En comparant
un milieu par rapport a I’autre, une proportion de 15.8 a 19% des protéomes (entre 83 et 103
« spots » selon les souches) a montré une différence d’expression d’un facteur 1,6 au minimum
et 209 protéines putatives ont pu étre identifiées. Une phase de caractérisation fonctionnelle de
ces protéines a été réalisée en utilisant les logiciels Blast2GO et String DB afin de déterminer
les voies métaboliques impliquées dans [’adaptation aux matrices fromageres.

Morin-Sardin et al., 2016. Food Micro. 56: 69-79.
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4) Posters lors de congreés internationaux :

@® Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. Predictive modeling of the impact
of abiotic factors on the growth of Mucor spp. associated with cheese. The 10™ International
Mycological Congress, Bangkok, Thailande, 3-8 ao(t 2014. Obtention du Best Student Poster
Award.

Predictive modeling of the impact of abiotic factors on the growth
of Mucor spp. associated with cheese

Stéphanie MORIN-SARDIN, Karim RIGALMA, Louis COROLLER,
Jean-Luc JANY, Emmanuel COTON

Université de Brest, EA 3882, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et d'Ecologie
Microbienne (LUBEM) - ESIAB - Technopdéle Brest Iroise, 29280 Plouzane

The Mucor genus includes ubiquitous species found in the environment, but also in raw
materials and foodstuffs. In the cheesemaking context, some Mucor spp. are used as
technological microorganisms due to the organoleptic qualities they provide to some cheese
(e.g. Tomme and St Nectaire cheeses), while on other cheeses they can cause spoilage. To
date, the behavior but also the positive and negative impact of technological and contaminant
Mucor on cheese are poorly known. In this study, the impact of abiotic factors (NaCl content,
temperature, a,, pH) on the growth and morphology of Mucor representative strains of species
commonly encountered in cheeses (M circinelloides, M. racemosus, M. lanceolatus, M
fuscus, M. spinosus, M. brunneogriseus), as well as of a plant endophyte (M. endophyticus,
used as an outgroup), were determined on PDA medium. The collected data are being used
to develop a predictive model for each species and abiotic parameter. Moreover, a monitoring
of the growth of the studied strains at different temperatures on a medium mimicking cheese
as well as on unripened cheeses is being carried out in order to validate the model. Growth
profiles and morphological significant differences were observed on PDA medium, according
to the considered Mucor species and abiotic conditions. The derived growth models could lead
to an improvement of the industrial use of the technological species and a better control of the
contaminating ones. The mechanisms underlying the observed fungal behaviours require
further investigations through molecular and proteomic approaches.
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Predictive modeling of the impact of abiotic factors on the growth of Mucor
spp. associated with cheese

=~ Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. ™~
Université de Brest, EA3862, Laboratoire Universitaire de Biodiversité et d'Ecologie Microbienne, ESIAB, |
I'!"_B..E.m " Teﬁmpobr;'%rllﬁse%m Plouzané, France. - UB.G

E-mail: stephanie.morin-sardin(@univ-brest fr
Phone: +33 (0)6 84 30 03 98

Introduction

In the cheese making context, some Mucor spp. are used as fechnological microorganisms due to the
organoleptic qualities they provide to some cheeses (e.g. Tomme and St Nectaire, Fig 1a), while on other
cheeses these fungi can be responsible for spoilage (e.g. goat cheese, Fig 1b).

The aims of this work were:

i) to elaborate, on a synthetic medium, a mathemafical model predicting the impact of several abiotic
factors on the growth of Mucor representative strains of species commonly encountered in cheeses as
well as of a plant endophyte (as an outgroup);

ii) to validate this predicive model on a medium mimicking cheese as well as on unripened cheeses;

| i) to identify differential behaviors among Mucor species. Figure 1. a) Tomme de Savoie, b) Spoilags defect observed on soft cheeses.
- §
Materials & Methods /" MEASUREOF THE ™\ " MODELING (MATLAB): ™
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Main results

» Examples of Cardinal values of growth (mini optimum, maximum) and sptimal » Examples of phenotypic differences observed after 4 days at 15°C
growth speed (. ) obtained for the temperature parameter on PDA medium M lanceolatus M racemosus M. brunneogriseus M. endophyticus
(M e determined using cheese matrices were indicated)

Temperature on PDA U . (£5D) on cheese malrices
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M. spinosus 1,91 (0,22) 26,88 (0,30) 37,32 (1,19) 14,67 {0.17) 11,30 [073) 1009{0,42) 680 0.27) 10.20 (047)

M. circinelloides 1,12 (0,36) 29,35 (0,33) 4073 (0,63] 1.64{0.28) 11,90 (0.92) 1,15(0,35) 10,04 [0,15) 10,73 (0,43)
M. endophyficus 0,47 (0.94) 2630 [0.83) 37,08 (0,08) 12,31 (0.63] S45([050) 8231031) 625037 9FIW5Y

PDA

» Cardinal models obtained experimentally for the temperature factor for M. lanceolatus,
M racemosus, M. brunneogriseus, M. endophyticus

M lanceolatus

M brunneogriseusy
‘:

— DA
= Goat chease
——— Cheese agar
Tamme de Sawoie (surface)
e Txrire: e Siawoie (internal)

Conclusions & Perspectives

¥ Growth data obtained for "natural” matrices will be used to optimize a predictive tool. This tool may serve to improve technological use of ripening cultures and to better
control undesirable species.

= Differences of behavior were observed among the 7 Mucor species. Technological species were more adapted to cheese matrices than other species.

¥ Complementary proteomic and genomic analyses are in course fo identify proteins/genes potentially involved in the adaptation of Mucor species to the cheese matrix.

L+
% The 10th International Mycological Congress, Bangkok, Thailand 3-8 August 2014
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@ Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. Predictive modeling of the impact
of abiotic factors on the growth of Mucor spp. associated with cheese. 24t International
ICFMH Conference FOOD MICRO 2014, Nantes, France, 1 au 4 septembre 2014.

The Mucor genus includes ubiquitous species found in the environment but also in raw materials and
processed foodstuffs. Some species serve as technological microorganisms in various fermented
products. In France, some Mucor spp. are used for the production of 5t. Nectaire and Tomme cheeses
due to the typical organoleptic qualities they provide; while other species can cause cheese spoilage.
In this context, the question of the adaptation of cheese technological and contaminant Mucor
representative species to the cheese matrix is of interest. To date, the growth potential but also the
positive and negative impacts of these species on cheese are still poorly known.

The aim of this work was to develop an integrated model for predicting the impact of abiotic factors
on the growth of different Mucor species (contaminant or technological) on cheese matrices.

Radial growth as well as different morphological criteria of seven Mucor strains pertaining to: M.
circinelloides, M. racemosus, M. lanceolatus, M. fuscus, M. spinosus, M. brunneogriseus commonly
encountered in cheeses and M. endophyticus, a plant endophyte, were determined on a standard PDA
medium in several abiotic conditions (0 to 20% NaCl; 0 to 50 °C, a,, from 0.84 to 0.99 and pH 1.8 to
13.6). Data collected were used to develop a predictive model for each species and abiotic parameters.
The model accuracy was evaluated for the temperature factor by monitoring the growth of the seven
species on a medium mimicking cheese but also on unripened cheeses.

Consistent predictions were obtained in most cases, underlining the robustness of the integrated
model. Growth profiles obtained on PDA medium show significant differences, depending on the
Mucor species and abiotic conditions. For some conditions exhibiting major phenotypic differences, a
proteomic approach will be carried out to identify proteins potentially involved in the adaptation to
the cheese matrix.

Keywords: Mucor, cheese, alteration flora, technological flora, predictive model.
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Predictive modeling of the impact of abiotic factors on the growth of Mucor
spp. associated with cheese
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Phone: +33 (0)6 84 30 03 93

Introduction

In the cheese making context, some Mucor spp. are used as technological microorganisms due to the
organoleptic qualities they provide to some cheeses (e.g. Tomme and St Nectaire, Fig 1a), while on other
cheeses these fungi can be responsible for spoilage (e.g. goat cheese, Fig 1b).

The aims of this work were:

i) to elaborate, on a synthetic medium, a mathematical model predicting the impact of several abiofic
factors on the growth of Mucor representative strains of species commonly encountered in cheeses as
well as of a plant endophyte (as an outgroup);

i} to validate this predictive model on a medium mimicking cheese as well as on unripened cheeses; b
\ i) to idenfify differential behaviors among Mucor species. Figure 1. a) Tomme de Savoie, b) Spoilage defect observed on soft cheeses.
g :
Materials & Methods /" MEASURE OF THE ™\ g .
ssmoncrarnEreRs [ ReSATSCRTE |/ MoDENemMTLB:
/"_ ™ PDA (Petato Dextrase A Primary sigmoidal
T Mucor spp. \ { gar) model (derived from
Technological / Mixed f Alteration [ Endophyte T H Rosso et al, 1995): radial E
) e P\ growth function of time
M. fuscus (UBOCC-A-109 160) (0°&50°C) (18a87) —
teraps foars|
M. lanceolatus (UBOCC-A-109 153) e 3 _
M. racemosus (UBOCC-A-108 155) Ca.rdinal modsls:
M. brunneogriseus (UBOCC-A-108 207) NaCl a, - 7 influence of i ‘.||
M. spinosus (CBS 226-32) (0% & 20%) (0,99 4 0,85) 2 perpendicular d_larnelers environmenial factore
A At least 3 replicates on growth rates IL
M. circinefloides (CBS 277-49) | About 25 measurements \ o
'\\\_M. endophyticus (CBS 385-95) //' '\__ { conditions / species _/” \__ _./
VALIDATION ON 3 « NATURAL » | |
Cheese mimicking medium (Chesse Agar) Tomme de Savoie Goat cheese MATRICES | 4 TEMPERATURES
\_ - {5.10.15 and 20°C)
Main results
* Examples of Cardinal values of grewth (mini optimum, maximum) and optimal » Examples of phenotypic differences observed after 4 days at 15°C
growth speed (1) obtained for the temperature parameter on PDA medium M lanceolafus M racemosus M brunneogrissus M. endophy

(M gpe determined using cheese matrices were indicated)

Temperature on PDA U . (£5D) on cheese matrices

Speci Tmin Topt Tmax . Cheese Goat Tomme: Tomme: Tomme

pecies [£50)  (=50) {=50) [=50) agar cheese  (suace)  (inemal)
M. fuscus 437 [121) 2449 [052) 32,83 (090) 6.45(026) 989 (254) 655 (108) 10.05(214) 11,18 [255)
M. lanceolatus 235 (0,35) 2476 [0,26) 33,12 (0,56) 7.25(0,15) 635 (051) 620(015) 94T (03] 946 (043)
M. racemosus 5,55 (045) 25,77 [0.25) 33,53 (0,77) 17.84(038) 1780 0.88) 15,25 (0.08) 1441 0.25) 18,03 0.47) Chesse
M. brunneogriseus - (045) 21,55 (0.26) 2576(0,15) 1213 (036) 548 (035) 746 (021) €81 (017 T4 20) Agar
M. spincsus 1,91 (0,22) 26,88 [0,30) 37,32 (1,19) 1467 (0.17) 11,30 [0.73) 10,09 (042) 680 (0.27) 1020 (047)

M. circinglloides 1,12 (0,36) 20,33 [0,33) 4073 {063) 11.64{0.28) 1100 022) 1,15(035) 1004 [0,15) 1073 (043
M_endophyficus 047 pes) 2630 (0.83) 57,08 {0.08) 12,31 [0.63) 048(0.50) 823{031) 625 [0.37) 073 (053

» Cardinal models obtained experimentally for the temperature factor for M. lanceolatus,
M racemosus, M. brunneogriseus, M. endophyticus

M lanceolatus M brumnecgrissusy

— DA
= Goat cheese
— Chesse agar
Tomme de Savoke (surface)
e Toxme: de Savoie (internal)

Conclusions & Perspectives
» Growth data obtained for “natural” matrices will be used to optimize a predictive tool. This fool may serve to improve technological use of ripening cultures and to befter

control undesirable species.
» Differences of behavior were observed among the T Mucor species. Technological species were more adapted to cheese matrices than other species.
» Complementary proteomic and genomic analyses are in progress to identify proteinsigenes potentially involved in the adaptation of Mucor species to the cheese matrix.

' od Micro

h = j{The 24" International ICFMH Conference, Nantes, France, 15 - 4™ september 2014
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Use of a proteomic approach for the determination of Mucor spp. adaptation markers to
dairy environment

Stéphanie MORIN-SARDIN!, JTean-Luc JANY!, Sébastien ARTIGAUD?, Benoit BERNAY?,
Vianney PICHEREAU?, Emmanuel COTON?, Stéphanie MADEC!

"Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie Microbienne (LUBEM). EA 3882,
Université de Bretagne Occidentale, Plouzané, France

“Laboratoire des Sciences de I'Environnement Marin (LEMAR), UMR 6539,
CNRS/UBO/IRD/Ifremer, Institut Universitaire Européen de la Mer, Université de Bretagne
Occidentale, Plouzané, France

3Plateforme Proteogen, SFR ICORE, Université de Caen Basse-Normandie, Caen, France

The Mucor genus includes a large number of ubiquitous fungal species found in the
environment, on raw materials or foodstuffs. These species are regularly encountered as
contaminants of meat, fruits, vegetables or processed products, such as dairy products. In these
contexts, their uncontrolled growth may induce undesirable effects including off-flavours,
anomalous textures or discolorations. On the other hand, several Murcor species also present a
technological interest, highly contributing to the texture and the sensory characteristics of many
fermented products such as cheeses. This dichotomy raises the question of the adaptation of
some species and potentially of domestication processes. A recent work focusing on the effect
of abiotic factors on Mucor spp. growth (Morin-Sardin et al., 2016) reported that Mucor strains
belonging to species regularly used for their technological potential showed higher optimal
growth rates than contaminant strains on cheese analog and cheese compared to synthetic
medium. In this context, we studied the molecular mechanisms involved in the adaptation of
technological species to dairy environment. Four technological, contaminant or non-cheese
related Mucor species were grown on synthetic Potato Dextrose Agar (PDA) or cheese analog
(Cheese Agar - CA) media during 7 days at 14°C and proteomes were compared using
bidimensional gel electrophoresis. Differentially expressed protemns on PDA versus CA
medium were analyzed by nanoLC-MALDI TOF/TOF followed by database searching using
the Mascot program. Out of the 438 targeted proteins, 80% (351) were identified. Functional
characterization steps are under progress in order to determine the main metabolic pathways
involved in the adaptation to cheese matrices.

Morin-Sardin ef al., 2016. Food Micro. In press.
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E-mail: stephanie. morin-sardin@univ-brest fr / Phone: +33 (0)6 84 30 03 98
Introduction
In the cheese making context, some Mucor spp. are used as technological microorganisms due to the
organoleptic qualities they provide to some cheeses (e.g. Tomme and St Nectaire, Fig 1a), while on other
chesses these fungi can be responsible for spoilage (2.9 goat cheese, Fig 1b). This dichotomy raises both
adaptation and domestication guestions within this genus. A recent work focusing on the effect of abiotic
factors on Mucor spp. growth (Merin-Sardin ef al, 2016) reported that Mucor strains belonging fo species
reqularly used for their technological potential showed higher opfimal growth rates than contaminant
strains on cheese analog and cheese compared to synthetic medium.
The aim of this work was to study the molecular mechanisms involved in the adaptation of technological

\ species to dairy environment. Figure 1. a) Tomme de Savoie, b) Spoilage defect observed on soft cheeses.
Materials & Methods PDA ® Protein separation by 2D electrophoresis @ Determining peptide
{ Two media: \ 1:t dimension’ IEF © Gelcomparison Seq::::::n::h’n;ass
Potato Dextrose Agar (PDA) eyt pmmE—LomEE ’.‘" (SameSpots software) -
Cheese Agar (CA, mimicking cheese) o e ] 000
Sample _ é;aﬁ
Four Mucor species: _ ) -
M. lanceolatus UBOCC-A-109 153 |@ Protein extraction |
M. racemosus UBOCC-A-109 155 [ dosage © |dentification by comparison
M. circinelioides CBS 277-49 with databases
M. endophyticus CBS 385-95 (platform ABIMS and public
databases)
Technological { Mixed / ! . *
Alteration / Endophyte 24 dimension: SDS-PAGE 1% swyamice g
Parameter: CA
| Temperature (14°C ? . . o
\\ em, (14°c) | Phenotypes | === | Differentially expressed proteins |- | 4
Examples of results @ 2D gels obtained after optimisation of the extraction and separation parameters

@ Phenotypic differences observed for M. lanceolatus after 7 days at 14°C for M. lanceolatus (after 7 ?’aYS at ?400! )
[Blue areas correspond to protein spots differentially expressed (Anova: p-vaive = 0.02 ; fold > 1,5)]

= M. lanceclatus showed a better growth in CA versus PDA while M
circinelloides and M. endophyficus growth was befter on PDA medium.
M. racemosus had a similar developement on both media.

1

caialite = 2

@ Number of protein spots differentially expressed and identified in PDA/CA

+ PDA - cA -
Species Putative Role up DOWN @ Example of protein-protein interactions between proteins of M. lanceclatus up-
M. lanceolatus UBOCC-A-109153 Technological 46135 56140 regulated in CA medium.
Technological &Jor [Network visualized using STRING DB (http:/istring-db_org/) by homology
M. racemosus UBOCC-A-109155 Contaminant Gra8 42134 With database of S. cerevisiae. This s the confidence view.
M. circinelioides CBS 277-49 Contaminant 68167 28127 Stronger associations
M. endophyticus CBS 385-95 Endophyte (outgroup)  100/69 33/ 31 are represented by g esneme

thicker lines. Blue bubbles: 23  Somemeire .
= Differentially expressed proteins on PDA versus GA medium were analyzed by ~ Proteinsinvoived in energy 224 e siyse sonmpeneee
nanoLC-MALDI TOF/TOF followed by database searching using the Mascot ~ Metabolism. Redbubbles: s mese:essmarer some

- identi gluconeogenesis / G e ety e
program. Out of the 438 targeted proteins, 351 (80%) were identified. alycolysi ] = mm’”‘;’;}"
" : sg(‘. GOF dizsociaton l':-h!
Conclusions & Perspectives B ey
¥ Various phenotypic differences confirmed among the 4 Mucor species studied (color, density, sporulation). 0 Smcengn g mi bty
% Successful use for the first time of a proteomic approach to study Mucor adaptation to cheese mafrices, =l e ity
yielding to the identification of 351 differentially expressed proteins. el deiietin
% Functional characterization steps and metabolomics analyses under progress in order to determine the T o 1 b s
main metabalic pathways involved in the cheese mafrices adaptation. T e e o e

ATFT Suburit  of the staior sk of minchosgial FIFD ATF mymimese

sz 3 Brot=in 7 (HSFTD) ferly
FRA1  Proels involued I segatie reguiaton of barecrpsion of on regakon
L rpanert {E7) of pymavele e
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5) Présentations écrites lors de congrés nationaux :

@® Morin-Sardin S, Madec S, Artigaud S, Pichereau V, Jany JL, Coton E. Approche
protéomique pour I'étude de "adaptation des Mucor aux fromages. 11°™ Congrés National
de la SFM, Institut Pasteur, Paris, 23 au 25 mars 2015.

Le genre Mucor regroupe des espeéces de champignons basaux ubiquistes présentes dans
I’environnement et dans certaines matiéres premicres et produits transformés. Dans le
contexte fromager et en fonction du fromage considéré, les Mucor peuvent correspondre a des
microorganismes d’altération (fromages frais et a pate molle) ou a des microorganismes
technologiques (Tomme, St Nectaire). Dans ce dernier cas, leur production d’enzymes
lipolytiques et protéolytiques contribue aux qualités organoleptiques et nutritionnelles
attendues des produits finis. Une ¢étude récemment menée sur I’'impact de parametres
abiotiques (température, pH, aw, teneur en NaCl) sur différentes souches fromagéres
technologiques et/ou contaminantes ainsi qu’une souche endophyte de Mucor a permis de
mettre en évidence des différences marquées de croissance et de phénotype entre les souches
testées. Ces différences suggerent 1’existence d’une adaptation des souches technologiques
aux matrices fromageres. Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail a été de mettre en place
une approche protéomique permettant d'identifier les principales protéines intracellulaires
potentiellement impliquées dans 1’adaptation a la matrice fromagere de souches
technologiques. L’étude du protéome de 3 souches fromageres technologiques et/ou
contaminantes, M. circinelloides (CBS 277-49), M. lanceolatus (UBOCC-A-109 153), M.
racemosus (UBOCC-A-109 155) et d’une souche endophyte [M. endophyticus (CBS 385-95)]
a été réalisée sur milieu artificiel standard Potato Dextrose Agar (PDA) et sur matrice
synthétique mimant le fromage « cheese agar » en fonction du facteur abiotique température.
Une valeur de 14°C, représentative des procédés de fabrication des fromages, a été
s¢lectionnée pour 1’é¢tude. Apres une étape d'optimisation de D’extraction protéique, de
I’isoélectrofocalisation et de la SDS-page, des différences d’expression de protéines ont pu
étre mises en évidence pour une méme souche en fonction du milieu, ainsi qu’entre
différentes souches pour un méme milieu. Ces protéines sont en cours d'identification par
spectrométrie de masse. Cette étude est, a notre connaissance, la premicre a proposer une
approche protéomique pour 1’étude des Mucor.

Mots clés : Mucor ; Fromages ; Flore d’altération ; Flore technologique ; Adaptation ;
Proteome.
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A proteomic approach to study the adaptation of Mucor spp. to cheeses
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i I'environnement marnn (LEMAR) - UMR 6539 CNRS/UBO/IRD/lfremer, Technopble Brest-lroise, 29280 Plouzané.
E-mail: stephanie monin-sardin@univ-brest fr / Phone: +33 (0)6 84 30 03 98

Introduction

In the cheese making context, some Mucor spp. are used as technological microorganisms due to the
organoleptic qualities they provide to some cheeses (e.g. Tomme and St Nectaire, Fig 1a), while on other
cheeses these fungi can be responsible for spoilage (e.g. goat cheese, Fig 1b).

A recent study made in our laboratory on technological and contaminant representafive strains of Mucor
(Sardin et al., submitted) showed that high growth and phenotype variabilities can be observed for a same
strain placed in different enviranments but also between different strains in identical conditions.

The aim of this work was to develop and use a proteomic approach to identify the main intracellular

proteins involved in these vanations, with a special interest on the mechanisms of adaptation of
technological strains to cheese matrices. Figure 1. a) Tomme de Savoie, b) Spoilage defect observed on soft cheeses.

; PDA
Materials & Methods © Protein separation by 2D electrophoresis @ Determining peptide
) . sequences by mass
/ Two media N 1= dimension: IEF © Gel comparison . qspectmmitry
Potato Dextrose Agar (PDA) I —— {SameSpols software) i
Cheese Agar (CA, mimicking cheese) o *® - -8 @ - 1 o8-
. M. lanceolatus L] - L] °
Four Mucor species : ° \ . L]
M lanceolalus UBOCC-A-109 153 | @ Protein extraction. » [ = !
M. racemosus UBOCC-A-109 155 / dosage ¥ e ol oy ©ldentification by comparison
M. circinelloides CBS 277-49 CA . : with Mucor DB databases

.
M. endophyticus CBS 385-95 : Molecular. S (blast)
weight : o 3 N
Technological / Mixed /
Alteration / Endophyte 2¢ dimension: SDS-PAGE get 125 sorytamie

Parameter :
2 o i lanceolatu: 2
Température (14°C) Phenotypes | ¢==== Proteins differentially expressed —

Main results » Examples of 2D gels obtained after optimisation of the extraction

. L o and separation parameters for M. lanceclatus and M. racemosus
» Examples of phenotypic differences observed after 7 days at 14°C (after 7 days at 14°C)

PDA CA

M. Lanceolatus shows a better growth — ppa M oot
in CA versus PDA while
M. circinelloicles and M
prefer PDA medium.
M. racemosus has a similar .

developement in both media 4 " - - 'L

CA

1. encopnyticus - ¥

M. lanceolatus

Proteins involved in these phenotype o ) . e
differences were extracted adding !
several steps in the classical protocole
to optimize the protein recovery and
allow an acurate separation (precipitation
with Acetone-TCA, nuclease and anti-
protease treatment, ) PDA CA

M. racemosus

M. racemosus

M. circinglioides

A higher quantity and varety of proteins s
was producted in CA versus PDA for all i
Mucor representative strains tested. o
Intra and inter-specific differences of L »
expression were observed. Identification "', " g
of these proteins/functions will allow to 4 g
understand the mechanism of :
adaptation of Mucor species to cheese
matrices.

Conclusions & Perspectives

> Many phenotyc differences were confirmed among the 4 Mucor species studied (color, density, sporulation)
~ Use for the first time of a proteomic approach to study the adaptation of Mucor to cheese matrices. Identification of proteins differentially expressed extracted from 2D gels

IS IN progress.
» Complementary metabolomic and genomic analyses are in progress to identify proteins/genes/metabolites potentially involved in the adaptation of Mucor species to the

cheese matrix.
A
€5
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@ Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E Impact de facteurs abiotiques sur la
croissance de Mucor spp. en environnement fromager. Collogue SFR ScInBioS_IBSAM, Brest,
mai 2015.

Le genre Mucor regroupe des espeéces de champignons basaux ubiquistes présentes dans
I’environnement mais aussi dans des matiéres premieres et/ou des produits transformés. Dans
le contexte fromager, et en fonction du fromage considéré, les Mucor n’ont pas le méme role.
Dans les fromages frais et a pate molle (bliche de chévre, Camembert), ils peuvent étre
assimilés a des microorganismes d’altération responsables de défauts de type « poil de chat ».
Au contraire, dans les Tomme et Saint-Nectaire, ils correspondent a des microorganismes
technologiques producteurs de lipases et de protéases participant au développement des
qualités organoleptiques et nutritionnelles des produits. L’objectif de ce travail était de
comprendre et d’évaluer le comportement d’espéces technologiques et d’especes
contaminantes pour différents facteurs abiotiques clés de la production fromagere. La
croissance radiale et les caractéristiques morphologiques de six souches fromageres
appartenant a six especes technologiques et/ou contaminantes (M. brunneogriseus (CBS 129-
41), M. circinelloides (CBS 277-49), M. fuscus (UBOCC-A-109 160), M. lanceolatus
(UBOCC-A-109 153), M. racemosus (UBOCC-A-109 155), M. spinosus (CBS 226-32)) et
d’une souche de I’espeéce endophyte M. endophyticus (CBS 385-95) ont été déterminées sur
un milieu artificiel standard Potato Dextrose Agar (PDA) en fonction de différents paramétres
environnementaux (teneur en NaCl de 0 a 20% ; températures de 0 a 50°C, aw de 0,85 a 0,99
et pH de 1,8 a 8,7). Les cinétiques de croissance radiales ont été ajustées et le taux de
croissance a ét¢ mod¢lisé en fonction des quatre facteurs abiotiques pour chacune des especes.
A partir des limites de croissance estimées en PDA, des prévisions de croissance sur deux
matrices fromageres (bliche de chévre et Tomme de Savoie non affinées) et un milieu
synthétique mimant le fromage (cheese agar) ont été réalisées a différentes températures. Ces
prévisions sont en accord avec les valeurs expérimentales obtenues. Des différences
phénotypiques marquées ont €té observées au sein d’'une méme espéce en fonction des
variations d’un parameétre abiotique et du milieu de culture ainsi qu’entre espéces soumises a
des conditions identiques. Les résultats obtenus suggerent que les especes technologiques
présentent une meilleure adaptation aux matrices fromageres que les espeéces contaminantes
ou I’espece endophyte qui se développent peu et/ou apres une phase de latence importante.
Une approche protéomique est en cours afin d’identifier les protéines témoignant de
I’adaptation a la matrice fromaggre.

Mots clés : Mucor ; Fromages ; Flore d’altération ; Flore technologique ; Physiologie ;
Modele prévisionnel de croissance ; Protéomique.
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Utilisation d’une approche protéomique pour déterminer les marqueurs d’adaptation de
Mucor spp. a I’environnement laitier
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Le genre Mucor est compose d’especes fongiques ubiquistes fréquenument rencontrees comime
contaminantes sur les produits alimentaires ou elles peuvent étre a I'origine d’effets
indésirables. Plusieurs especes présentent également un intéret technologique, contribuant au
développement de la texture et des caractéristiques sensorielles de produits fermentés.

Cette dichotomie souleve la question d’une adaptation de certaines especes a cet environnement
particulier au travers de processus de domestication. Nous avons récemment montré que des
souches de Mucor appartenant aux especes a potentiel technologique ont des taux de croissance
optimaux supérieurs a ceux des souches contaminantes sur milieu mimant le fromage ou
matrices fromageres, en comparaison a un milieu synthétique.

Dans ce contexte, nous avons étudié les mécanismes moléculaires impliqueés dans 1’adaptation
des especes technologiques a l’environnement fromager. Quatre souches de Mucor
sélectionnées parmi des espéces technologiques, contaminantes ou non-associées aux fromages
ont ¢té¢ mises en culture durant 7 jours a 14°C sur milieu synthétique Potato Dextrose Agar
(PDA) ou milieu mimant le fromage (Cheese Agar - CA) et leurs protéomes ont €té compares
par ¢lectrophorese bidimensionnelle. Les protéines exprimées de manieres différentes sur
milieu PDA versus CA ont été analysees par nanoLC-MALDI TOF/TOF et 1dentifices avec le
programme Mascot en ufilisant des génomes de réference sequences par notre laboratoire et
disponibles sur la plateforme ABIMS de Roscoff ainsi que des bases de données publiques. Ces
génomes de Mucor sont en cours d’annotation, aidée notamment par une approche RNAseq
mmpliquant la plateforme BiogenOuest de Nantes. Parmi les 438 protéines présentant des
variations d’expression, 80% (351) ont été identifiées. Une phase de caractérisation
fonctionnelle de ces protéines est actuellement en cours pour tenter de déterminer les voies
metaboliques impliquées dans I’adaptation aux matrices fromageres.

Morin-Sardin ez al., 2016. Food Micro. In press.
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Introduction
In the cheese making context, some Mucor spp. are used as technological microorganisms due to the
organoleptic qualities they provide to some cheeses (e.g. Tomme and St Nectaire, Fig 1a), while on other
cheeses these fungi can be responsible for spoilage (e.g. goat cheese, Fig 1b). This dichotomy raises both
adaptation and domestication questions within this genus. A recent work focusing on the effect of abiotic
factors on Mucor spp. growth (Morin-Sardin et al, 2016) reported that Mucor strains belonging to species
regularly used for their technological potential showed higher optimal growth rates than contaminant
strains on cheese analog and cheese compared to synthetic medium.
The aim of this work was to study the molecular mechanisms involved in the adaptation of technological
. species to dairy environment. Figure 1. a) Tomme de Savoie, b) Spoilage defect observed on soft cheeses.

Materials & Methods

© Protein separation by 2D electrophoresis

PDA O Determining peptide
N . sequences by mass
Two media: 1= dimension’ IEF © Gel comparison spectrometry
Potato Dextrose Agar (PDA) (SameSpots software) N
Cheese Agar (CA, mimicking cheese) ] g: e
Four Mucor species: . . S
M. lanceolatus UBOCG-A-109 153 | @ Protein extractio 1

M. racemosus UBOCC-A-109 155 | dosage

M. circinelloides CBS 277-49
M. endophyticus CBS 385-95

© |dentification by comparison
with databases
(platform ABIMS and public
. databases)

24 dimension: SDS-PAGE (12 acrytamida get

Technological / Mixed /
Alteration / Endophyte

Parameter:
N Temperature (14°C) /

Examples of results

CA

o
Phenotypes  e====  Differentially expressed proteins |—1

@ 2D gels obtained after optimisation of the extraction and separation parameters

for M. lanceolatus (after 7 days at 14°C)

@ Phenotypic differences observed for M. lanceolatus after 7 days at 14°C ¢ k i
[Blue areas correspond to protein spots differentially expressed (Anova: p-value < 0.02 ; fold > 1,5)]

= M. lanceolatus showed a better growth in CA versus PDA while M.
circinelloides and M. endophyticus growth was better on PDA medium
M. racemosus had a similar developement on both media.

@ Number of protein spots differentially expressed and identified in PDA/CA

Species Putative Role uP DOWN

M. lanceolatus UBOCC-A-109153 Technological 46/35 56/40

M. racemosus UBOGG-A-109155 Tec'(;g“"og'.cal bor  gsra8  a2r34
ntaminant

M. circinelloides CBS 277-49 Contaminant 68167 28727

M. endophyticus CBS 385-95 Endophyte (outgroup) 100/69 33731

= Differentially expressed proteins on PDA versus CA medium were analyzed by
nanoLC-MALDI TOF/TOF followed by database searching using the Mascot
program. Out of the 438 targeted proteins, 351 (80%) were identified.

Conclusions & Perspectives

+ PDA -+

@ Example of investigation of protein
interactions obtained for M. lanceolatus
in CA medium.

[Network visualized using STRING DB by
homology with database of S. cerevisiae]

= Blue and red bubbles correspond to
proteins involved In energy metabolism
and  gluconeogenesis /  glycolysis
respectively.

» Various phenatypic differences confirmed among the 4 Mucor species studied (color, density, sporulation).
» Successful use for the first time of a proteomic approach to study Mucor adaptation to cheese matrices, yielding to the identification of 351 differentially expressed proteins.
» Functional characterization steps and metabolomics analyses under progress in order to determine the main metabolic pathways involved in the cheese matrices adaptation.
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6) Présentations lors de journées de I’'ED SICMA :

@® Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. Impact de facteurs abiotiques sur
la croissance de Mucor spp. Associés aux fromages. 3°™¢ Journée des Doctorants de I’Ecole
Doctorale SICMA, Brest, septembre 2013.

Le genre Mucor appartient au sous-phylum des Mucoromycotina, un groupe de champignons basaux
par rapport aux champignons supérieurs. Ce genre regroupe des especes ubiquistes puisqu’on les
retrouve dans I'environnement, dans des prélévements de sol (Farrow, 1954 ; Pandey & al., 1990 ;
Domsch & al., 2007), d’air et de poussiere (Bagy & Gohar 1988 ; Bokhary & Parvez 1995) mais aussi
dans des matieres premieres et/ou des produits transformés. De nombreuses espéces de Mucor sont
susceptibles de provoquer des altérations sur les denrées alimentaires comme les viandes, les fruits ou
les Iégumes frais (Lugauskas et al., 2005 ; Hocking, 2009) ou encore les produits élaborés comme les
produits laitiers (Foschino et al., 1993; Hayaloglu & Kirbag, 2007; Hocking, 2009). Dans le contexte
fromager, et en fonction du fromage considéré, les Mucor seront considérés soit comme des
microorganismes d’altération, du fait par exemple de la formation du défaut « poils de chat » observé
sur les fromages a pate molle (Bartschi & Berthier 1994), soit comme des microorganismes
technologiques (Tomme, St nectaire). En effet, plusieurs especes de Mucor produisent des enzymes
d'intérét technologique comme des lipases (Huang et al., 1976) et des protéases (Zhang & Zhao, 2010)
qui participent au développement des qualités organoleptiques et nutritionnelles des fromages (Fox &
Mc Sweeney, 2004).

Si les Mucor sont rencontrés dans différents environnement, certaines espéces semblent donc
particulierement adaptées a la niche fromagére (Hermet & al., 2012). Se pose alors la question de
I'adaptation des dites espéces a cette matrice ainsi qu’aux technologies de production. D’autre part, des
données concernant leurs potentialités, positives ou négatives, dans ces conditions font défaut. Dans ce
contexte, les objectifs du projet MUCOROMIC sont i) de comparer I'impact de facteurs abiotiques (T°,
aw, [NaCl], pH, milieu de culture) sur la croissance de Mucor d'origine fromagere et d’autres origines
puis d'identifier, par des approches génomiques et protéomiques complémentaires, les supports de
cette adaptation a la matrice fromagére.

Dans un premier temps, les valeurs cardinales de croissance ainsi que divers critéres morphologiques
de souches fromagéres (technologiques et/ou contaminantes) de M. circinelloides (CBS 277-49), M.
racemosus (UBOCC-A-109 165), M. lanceolatus (UBOCC-A-109 153), M. fuscus (UBOCC-A-109 160),
M. spinosus (CBS 226.32), M. brunneogriseus (UBOCC-A-109 207), et d’'une souche non fromageére de
M. endophyticus (CBS 385-95) ont été déterminés dans différentes conditions de cultures (milieu
standard PDA, milieu YES et milieu mimant le fromage) en incluant des variations de facteurs
d’environnement (teneur en NaCl de 0% a 20% ; températures de 0°C & 50°C, aw de 0,98 a 0,82 et pH
de 3a10).

Les résultats obtenus mettent en évidence des différences notables de comportement. L’ensemble des
données recueillies est actuellement utilisé pour I'élaboration de modéles de croissance. Pour les
conditions ou des différences phénotypiques majeures sont observées, I'approche physiologique est
couplée a une approche protéomique visant a identifier les protéines exprimées de fagon différentielle,
et donc potentiellement marqueurs d’adaptation.

Mots clés : Mucor ; Fromages ; Flore d’altération ; Flore technologique ; Physiologie ; Protéomique ;
Génomique.

249



IMPACT DE FACTEURS ABIOTIQUES SUR LA CROISSANCE DE MUCOR spp.
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Introduction

Dans le contexte fromager, les moisissures du genre Mucor peuvent étre
considérées soit comme des microorganismes technologiques (Tomme, Saint-
Nectaire ; Fig 1), soit comme des microorganismes d’altération (apparition de
défauts comme le « poil de chat » ; Bartschi & Berthier 1994). Les objectifs de
cette étude sont i) de comparer I'impact de facteurs abiotiques (T°, a,, [NaCl],
pH, milieu de culture) sur la croissance de Mucor d’origine fromagére et d'autres
origines et ii) d'identifier, par des approches génomiques et protéomiques Figure 1. a) Tomme de Savoie, b) « poil de chat » observé
complémentaires, les supports de cette adaptation a la matrice fromagére. sur les fromages a pate molle

a

Matériel & Méthodes

7 ESPECES DE MUCOR : 5 FACTEURS : MESURES DE LA CROISSANCE RADIALE :
Technologique / Altération
/ Non-fi é °
_ on-iromagere ‘T F.'H = mesures de 2 diamétres perpendiculaires
M. circinelloides (CBS 277-49) (0a50°C) (3a10)
. = mesures sur 3 réplicats
M. spinosus (CBS 226.32) Milieux
M. brunneogriseus (UBOCC-A-109 207) “PDA (Potato Destrase Agar) = environ 25 mesures / condition / espéce
- mimant le fromage

M. lanceolatus (UBOCC-A-109 153)
M. fuscus (UBOCC-A-109 160)
M. endophyticus (CBS 385-95)

NacCl a,
(0% 2 20%) | (0,99 2 0,85)

@ Modélisation (MATLAB)

v'Modele sigmoidal primaire (dérivé de Rosso, 1995) : évolution du
© Traitement des données (Excel) > diamétre du thalle fongique en fonction du temps.

| croissance / espéce / facteur v'Modéles secondaires : modéles cardinaux décrivant I'influence
de facteurs environnementaux sur le taux de croissance.

TRAITEMENT DES RESULTATS :

% Différences morphologiques chez M. lanceolatus sur milieu PDA

Résultats en fonction de la température.
Température :

% Effets de la température sur le taux de croissance. Exemple
de profils obtenus pour M. lanceolatus et M. circinelloides :

B bcsatetus . chcinelloidss
] s
=]
4 - n
"; 5 8
2 3/@ 5 Aw: 10 Y 0
TR TR Ot % Effets de I'a,, sur le taux de % 5 °
e Q) croissance. Exemple de profils "= % T zag
%L Valeurs cardinales obtenues sur milieu PDA (premiéres obtenus pour M. lanceolatus et i s |
approches, modélisation en cours) : M. circinelloides. |
Minimale  Optimale Maximale os o8 ! o2 0¢ !
Mucor fuscus - <4°C 22°C 30°C % Différences morphologiques chez M. circinelloides sur milieu PDA
M. racemosus < 0°C 25°C 30°C en fonction de l'a,,.
M. lanceolatus 0°C 25°C 30°C
M. circinelloides 0°C 25°C 37°C
M. brunneogriseus < 0°%C 22°C 28°C
M. spinosus 0°C 24°C 30°C
M. endaphyticus 2°C 30°C 37°C

Conclusion & Perspectives
Les résultats obtenus mettent en évidence des différences notables de comportement en fonction des conditions testées. Des
modeles de croissance sont en cours d’élaboration sur la base de ces résultats. Pour les conditions conduisant a des différences
phénotypiques majeures, une approche protéomicque, visant a identifier les protéines exprimées de fagcon différentielle et donc
potentiellement marqueurs d’adaptation, sera employée.
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@ Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. Modélisation prévisionnelle de
I'impact de facteurs abiotiques sur la croissance de différentes espéces de Mucor associés
aux matrices fromageéres. 4°™¢ Journée des Doctorants de I'Ecole Doctorale SICMA, Brest,
septembre 2014.

Modélisation prévisionnelle de I'impact de facteurs abiotiques sur la croissance de différentes
espéces de Mucor associés aux matrices fromageres

Stéphanie MORIN-SARDIN, Karim RIGALMA, Louis COROLLER,
Jean-Luc JANY, Emmanuel COTON

Laboratoire Universitaire de Biodiversité et d'Ecologie Microbienne (LUBEM) - EA 3882 — ESIAB -
Technopole Brest Iroise — 29 280 Plouzané

Le genre Mucor regroupe des espéces de champignons basaux ubiquistes présentes dans
I'environnement mais aussi dans des matiéres premieres et/ou des produits transformés. Dans le contexte
fromager, et en fonction du fromage considéré, les Mucor peuvent étre assimilés & des microorganismes
d’altération, du fait par exemple de la formation de défauts de type « poil de chat » observés sur les fromages frais
et a pate molle (biche de chevre, Camembert), ou & des microorganismes technologiques (Tomme, St Nectaire),
producteurs de lipases et de protéases participant au développement des qualités organcleptiques et
nutritionnelles des produits.

Ce projet intitulé MUCOROMIC a pour objectifs :
i) dinvestiguer, pour différents facteurs abiotiques clés de la production fromagere, les différences de
comportement existants entre espéces technologiques et contaminantes et d'élaborer des modeéles mathématiques
prévisionnels de croissance specifiques permettant a terme un meilleur contréle du processus de production ;
i) d'identifier, par des approches protéomiques et génomiques complémentaires, les supports de I'adaptation & la
matrice fromagére et les potentialités positives et négatives des espéces testées.

Les valeurs cardinales de croissance et les caractéristiques morphologiques de six souches fromageres
technologiques et/ou contaminantes [M. brunneogriseus (UBOCC-A-109 207), M. circinelloides (CBS 277-49), M.
fuscus (UBOCC-A-109 160), M. lanceclatus (UBOCC-A-109 153), M. racemosus (UBOCC-A-109 155), M.
spinosus (CBS 226-32] et d'une souche endophyte [M. endophyticus (CBS 385-95)] ont été déterminées sur un
milieu artificiel standard Potato Dextrose Agar (PDA) en fonction de différents paramétres environnementaux
(teneur en NaCl de 0% a 20% ; températures de 0°C a 50°C, aw de 0,854 0,99 et pH de 1.8 4 8.7). Les résultats
obtenus suggérent que les especes technologiques présentes une meilleure adaptation aux matrices fromageres
que les especes contaminantes ou endophytes qui se développent peu et/ou aprés une phase de latence
importante. Les données générées ont été utilisées pour élaborer des modéles prévisionnels de croissance pour
chacune des espéces dont la robustesse a été évaluée par comparaison avec les valeurs expérimentales obtenues
pour le facteur abiotique « température », sur deux matrices fromageres (bliche de chévre et Tomme de Savoie
non affinées) et une matrice synthétique mimant le fromage « cheese agar ». Des différences phénotypiques
marquées au sein d'une méme espece en fonction des variations d'un parametre abiotique et du milieu de culture,
et entre espéces soumises a des conditions identiques ont pu étre observées. Pour certaines conditions
importantes lors du procédé de fabrication du fromage, une approche protéomique visant a identifier les protéines
exprimées de fagon différentielle entre espéces contaminantes / endophytes et technologiques a été initiée.

Mots clés : Mucor ; Fromages ; Flore d’altération ; Flore technologique ; Physiologie ; Modéle prévisionnel de
croissance ; Protéomique.
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Introduction

During cheesemaking, some Mucor spp. are used as technological microorganisms due to the
organoleptic qualities they provide to some cheeses (e.g. Tomme and St Nectaire, Fig 1a), while on other
cheeses these fungi can be responsible for spoilage (e.g. goat cheese, Fig 1b).

The aims of this work were:

1) to elaborate, on a synthetic medium, a mathematical model predicting the impact of several abiotic
factors on the growth of Mucor strains representative of species commonly encountered in cheeses and of
a plant endophyte (as an outgroup);

il) to validate the predictions on a medium mimicking cheese as well as on unripened cheeses;

iil) to evaluate the existence of different behaviors among Mucor species. Figure 1. a) Tomme de Savoie, b) Spoilage observed on soft cheeses.
Materials & Methods /" RADIAL GROWTH ™, MODELING - ™~
4 ABIOTIC PARAMETERS MEASUREMENT =
Primary sigmoidal
M ‘ PDA (Potato Dextrose Agar) model (derived from
Technological / Mixed / Alteration / Endophyte T° H Rosso et al., 1985):
p radial growth as a
M. fuscus (UBOCC-A-108 160) (010 50°C) (18t087) function of ime i
M. Ianceolatus (UBOCC-A-109 153) =
M. racemosus (UBOCC-A-109 155) : Cardinal models:
M. brunneagriseus (UBOGC-A-108 207) NaCl ay - 5 influence of i
M. spinosus (035 226-32) (0% to 20%) | | (0,99 to 0,85) 2 perpendicular diameters environmental factors
M. circirellodes (35 277-49) AbAl I[eza;l 3 replicates . on growth rates
| out 25 measuremen
\ M. endophyticus (CBS 385-95) J \ [ condition / species / \
{ Cheese mimicking medium (Cheese Agar) Q Tomme de Savoie ‘ | Goat cheese ﬁ#é?\nﬂé%ﬁ‘ﬁlmzagfg %FaizguE“S(I:E] p
Main Results
» Examples of cardinal values for growth (minimum, optimum, maximum) and optimal » Examples of phenotypic differences observed after 4 days at15°C

growth speed (u ) obtained for temperature on PDA medium
(11 ot determined using cheese matrices were indicated)

M. lanceolatus M. racemosus

M. brunneogriseus M. t

Temperature on PDA H o2 (£5D) on cheese matrices
Tomme
Species Tmin Topt Tmax B oopt Cheese Goat Tomme Tomme
P (25D) (+5D) (+SD) (+50) agar cheese (surface) (interal)
M. fuscus 498(1,22) 2448 (0.52) 32,83 (0.00) 645(0,26) 9,89(254) 6,55(108) 10.06(2,14) 11,18 (255)
M. lanceolatus -2,35(0,35) 24,76 (0,26) 33,12(0,56) 7.25(0,15) 635(051) 6:29(0,16) 9.47(0.34) 9.46(0.43)
M. racemosus 5,65 (0,48) 25,77 (0.35) 33,53 (0.77) 17,84 (0,34) 17,80 (0.88) 15.26 (0.08) 14.41(0.25) 18,03 (0.47) Cheese
M. brunneogriseus 4,99 (045) 21,55(0.24) 2576 (0,15) 12.13(0.26) 6,48(0.33) 7.46(021) 681(012) 7.44(021) Agar
M. spinosus -1,91(0,22) 26,88 (0,30) 37,32 (1,19) 14,67 (017) 11,30 (0,73) 10,09 (0.42) 6,80 (0,27) 10.20 (0.47)
M_ circinelloides -1,12(0,36) 29,33 (0,33) 40,73 (0,63) 11.64(0,28) 11,90 (0,92) 11,15(0,35) 10,04 (0,15) 10,73 (0,43)

M. endophylicus 047 (0.94) 2630(0.83) 37.08(0,08) 1231 (0.63) 948(050) 823(031) 625(037) 973(053)

PDA

~ Cardinal models experimentally obtained for the temperature factor for M. lanceolatus,
M racemosus, M. brunneogriseus, M. endophyticus

: M. lanceolatus o M. racemosus | M. brunneogriseus 5 .
8 18
7 " "

- - o 10 — A

T ° 5" g Goat cheese

E : E " E ¢ = Cheese agar

a a ! P Tomme de Savole (surface)
2 8 . — Tomme de Savoie (internal)
2 4
1 2 2]
9 A 20 W W @

20
T{°C)

Conclusions & Perspectives

~ Growth data obtained for 3 types of cheese will be used to optimize the predictive tool. This tool may serve to improve technological uses of ripening cultures and to better
control undesirable species.

 Differences of behavior were observed among the 7 Mucor species. Technological species were more adapted to cheese matrices than other species.
# Complementary proteomic and genomic analyses are in progress to identify proteins/genes potentially involved in Mucor species adaptation to cheese matrices.

Journée des doctorants de I'ED SICMA, Brest, 25 septembre 2014
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Annexe 4 : Formations continues

1) Formations financées par le groupe Merck — Schering Plough

% PCR quantitative

Du 11 au 13 mai 2015 (3 jours). FC3BIO, Lyon.

Objectifs :

-Connaitre tous les parametres des cinétiques d’amplification et de dissociation et souligner
leur importance dans les calculs de quantification

-Savoir designer des amorces / sondes et connaitre I'impact de leur choix sur les résultats
-Trouver une bonne stratégie pour gagner beaucoup de temps et d'efficacité

-Comprendre I'importance de la rigueur extréme nécessaire dans cette technique a chaque
étape afin d'obtenir reproductibilité et fiabilité des résultats

% Anglais intensif
Juin 2015 (5 jours). English Apart, Brest.

% Analyse bioinformatique des séquences nucléiques et protéiques

Du 23 au 25 septembre 2015 (3 jours). CNRS Formation, Paris.

Objectifs : Appréhender I'outil informatique dans le domaine de la biologie moléculaire, en
particulier pour l'utilisation des bases de données et l'identification de caractéristiques
biologiques simples

U Bioinformatique : perfectionnement dans la recherche de similitudes entre séquences et
identification

Du 10 au 11 décembre 2015 (2 jours). CNRS Formation, Paris.

Objectifs :

-Approfondir ses connaissances théoriques et pratiques en bioinformatique

-Maitriser le paramétrage et I'exploitation des résultats dans les programmes de
comparaison de séquences

,1S0 17 025 — Métrologie — Management et assurance de la qualité dans les laboratoires
Du 16 au 18 février 2016 (3 jours). IMPLEX, Lyon.

Objectifs :

-Comprendre et mettre en ceuvre I'ISO 17025 et les exigences du COFRAC dans les
laboratoires

-Acquérir une méthodologie simple et efficace de construction d'un systeme de
management de la qualité

-Adopter des logiques de simplification de systémes de management de la qualité

2) Autres formations / participations a des manifestations
U Ateliers « End Note Web » le 17 mai 2013 ; « Faire une recherche dans une base de

données scientifiques: Science Direct» le 6 janvier 2014; « Trouver l'information
scientifique sur internet » le 17 janvier 2014 - Bibliothése La Pérouse, Plouzané.
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& Conférence du Dr Geneviéve HERY-ARNAUD, « Microbiote et Homme, je t’aime moi non
plus. Le modeéle mucoviscidose », SFR ScInBioS le 31 mai 2013.

U Suivi des conférences et des posters présentés lors de la 3°™¢ journée des doctorants et
Post-doctorants en Biologie-Santé en Bretagne - 21 juin 2013, Faculté de médecine de Brest.

U Présentation orale de I'avancement des travaux de Thése lors de la journée des
Doctorants du LUBEM. « Etude comparative de Mucor associés aux fromages : aspects
taxonomique, génomique et fonctionnel », juillet 2013, juillet 2014 et juillet 2015.

U Présentation orale (en anglais) du projet de thése « Comparative study of Mucor
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Résumé

Dans le contexte fromager, les champignons
filamenteux du genre Mucor ont un réle ambivalent.
En fonction du fromage considéré, ils peuvent étre
assimilés a des micro-organismes d’altération
responsables de défauts de fabrication ou au
contraire contribuer au développement des qualités
organoleptiques des produits. Dans le cadre de ce
travail, nous avons souhaité confirmer et objectiver
la dichotomie classiquement faite en industrie
fromagere entre especes technologiques et espéces
contaminantes, et investiguer les mécanismes
d’adaptation potentiels mis en ceuvre chez les
especes technologiques. La morphologie et Ia
croissance radiale de 7 souches représentatives
d’espéces technologiques, contaminantes et non-
fromageres (endophyte) de Mucor ont été étudiées
sur différents milieux (synthétique, mimant le
fromage et fromager) en fonction de facteurs clés du
processus de production des fromages (température,
aw, pH). Les valeurs cardinales de croissance ont été
déterminées sur milieu synthétique, un modéle
prédictif été proposé et validé sur matrices
fromageres pour le facteur température et la
meilleure faculté de croissance des souches
technologiques sur milieux fromagers par rapport au
milieu synthétique a été démontrée. Une approche
de protéomique comparée a permis de décrire les
voies métaboliques mises en jeu par 4 de ces
souches dans les deux types d’environnement,
fromager et non-fromager, et 35 protéines
spécifiquement surexprimées par la souche
technologique M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur
milieu mimant le fromage ont été identifiées. Les
avantages compétitifs associés a ces potentiels

marqueurs  d’adaptation vont faire |'objet
d’investigations complémentaires.

Mots clés :

Mucor ; Fromages ; Flore technologique; Flore
d’altération ; Adaptation; Physiologie ; Voies

métaboliques ; Protéomique ; Métabolomique.
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Abstract

In the cheese industry context, Mucor species exhibit
an ambivalent behavior, as some species are
essential technological organisms contributing to the
required organoleptic characteristics of some
cheeses while some others can be spoiling agents.
The present study aimed at better understanding
this ambivalence and investigating the putative
adaptation mechanisms to cheese existing in Mucor
technological species. Morphology and radial growth
of 7 representative Mucor species: technological,
contaminant and non-cheese related (plant
endophyte) species were monitored on different
media (synthetic, cheese-mimicking media and
cheese) in function of key parameters for cheese
manufacture (temperature, aw, pH). Cardinal values
were determined on synthetic medium and as a
result a predictive model was proposed and
validated on cheese matrices for the temperature
parameter. Interestingly, cheese technological
species exhibited higher optimal growth rates on
cheese related matrices than on synthetic media,
while the opposite was observed for non-
technological species. A comparative proteomic
approach allowed unraveling the main metabolic
pathways playing a role in growth of 4 of the 7
studied strains on both synthetic medium and
cheese-mimicking medium. This proteomic study
also highlighted the occurrence of 35 proteins
specifically expressed by the technological strains M.

lanceolatus UBOCC-A-109153 on the cheese-
mimicking medium. Putative competitive and
adaptative advantages of these hypothetical

adaptation markers will be tested through additional
investigations.

Key words:

Mucor ; Cheese ; Spoilage ; Technological species;
Adaptation; Physiology ; Metabolic pathways;
Proteomics ; Metabolomics.

Université de Bretagne Occidentale
3 rue des Archives - CS 93837 - F29238 Brest cedex 3



	⇝ Cette thèse d’université s’est inscrite dans le cadre d’un congé de reclassement. Elle a été financée par mon ex-employeur, le groupe pharmaceutique international MERCK-SCHERING PLOUGH, suite à un Plan de Sauvegarde de l’Emploi (PSE) mis en place su...
	⇝ Je remercie le Conseil Régional de Bretagne pour le soutien financier apporté à ce travail au travers du budget de fonctionnement qu’il nous a accordé suite à l’élaboration, au cours de la première année de thèse, du projet « MUFROMIC » en réponse à...

	II.2.b. Analyse des protéines surexprimés et des voies métaboliques mises en jeu par homologie avec le protéome de S. cerevisiae         167-186
	II.2.c.1. Extraction des échantillons      187
	II.2.c.2. Analyse LC-MS/MS      187-188
	II.2.c.3. Principaux métabolites identifiés     188-191
	Figure 17 : Protéomes de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (A) et M. circinelloides CBS 277-49 (B) sur milieu PDA. Les numéros indiqués correspondent aux spots protéiques présentant une différence d’expression égale ou supérieure à 1.6 pour une souche par...
	Figure 18 : Protéomes de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (A) et M. circinelloides CBS 277-49 (B) sur milieu CA. Les numéros indiqués correspondent aux spots protéiques présentant une différence d’expression égale ou supérieure à 1.6 pour une souche par ...
	Figure 20 : Etude des protéines communément ou spécifiquement exprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 sur milieux PDA et CA.
	Figure 25 : Structures chimiques développées des metabolites potentiels détectés chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 après 7 jours à 14 C sur milieu PDA (A) et CA (B).
	Tableau 3 : Synthèse des résultats de l’analyse des protéomes de M. circinelloides CBS 277-49 et M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieux PDA et CA. Les spots protéiques présentant une différence d’expression égale ou supérieure à 1.6 entre les deux ...
	Tableau 4 : Protéines surexprimés par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu PDA.
	Tableau 5 : Protéines surexprimés par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu PDA.
	Tableau 6 : Protéines surexprimés par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu CA.
	Tableau 7 : Protéines surexprimés par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu CA.
	Tableau n 9 : Principaux métabolites identifiés chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 après 7 jours à 14 C sur milieu CA et PDA. Les formules brutes des composés détectés ont été générées en utilisant le logiciel MassHunte...
	Stéphanie MORIN-SARDIN, Patrice NODET, Emmanuel COTON, Jean-Luc  JANY*
	II. A Mucor portrait
	III. IMPACT OF MUCOR ON HUMAN HEALTH
	IV. POTENTIAL OF MUCOR IN BIOTECHNOLOGY
	Different Mucor strains have been used in steroid biotransformations. Steroids which are widely distributed and correspond to vital compounds (Bhatti and Khera 2012) are used in pharmaceutical compounds. Biotransformations of steroids by Mucor species...
	V. MUCOR IN THE FOOD INDUSTRY
	V.1.1. From Saint nectaire to the “cat-hair” defect
	V.1.2. Ways to prevent and control spoilage
	2.1. Mucor strains
	2.2. Growth media and preparation of cellophane films
	2.5. Gel image analysis


	[28] Yang XY, Zhang L, Liu J, Li N, Yu G, Cao K, Han J, Zeng G, Pan Y, Sun X, He QY. Proteomic analysis on the antibacterial activity of a Ru(II) complex against Streptococcus pneumoniae. J Proteomics
	[43] Riley TT, Muzny CA, Swiatlo E, Legendre DP. Breaking the Mold: A Review of Mucormycosis and Current Pharmacological Treatment Options. Ann Pharmacother 2016;pii: 1060028016655425.
	[71] Kochetov GA. Functional flexibility of the transketolase molecule. Biochemistry (Mosc) 2001;66(10):1077-85.
	[80] Minard KI, McAlister-Henn L. Isolation, nucleotide sequence analysis, and disruption of the MDH2 gene from Saccharomyces cerevisiae: evidence for three isozymes of yeast malate dehydrogenase. Mol Cell Biol 1991;11(1):370-80.
	[83] Stott K, Saito K, Thiele DJ, Massey V. Old Yellow Enzyme. The discovery of multiple isozymes and a family of related proteins. J Biol Chem 1993;268(9):6097-106.
	[94] Kornblatt MJ, Richard Albert J, Mattie S, Zakaib J, Dayanandan S, Hanic-Joyce PJ, Joyce PB. The Saccharomyces cerevisiae enolase-related regions encode proteins that are active enolases. Yeast 2013;30(2):55-69.
	[95] Zheng F, Jang WC, Fung FK, Lo AC, Wong IY. Up-regulation of ENO1 by HIF-1α in retinal pigment epithelial cells after hypoxic challenge is not involved in the regulation of VEGF secretion. PLoS One 2016;11(2):e0147961.
	[100] Petitjean M, Teste MA, François JM, Parrou JL.Yeast Tolerance to various stresses relies on the Trehalose-6P Synthase (Tps1) Protein, not on Trehalose. J Biol Chem 2015;290(26):16177-90.
	Les gels bidimensionnels consensus correspondant à l’alignement d’un minimum de 6 gels pour chacune des deux souches étudiées (Figures 17 et 18) ont été analysés avec le logiciel SameSpot qui a permis de sélectionner, pour chaque milieu testé, le gel ...
	Figure 17 : Protéomes de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (A) et M. circinelloides CBS 277-49 (B) sur milieu PDA. Les numéros indiqués correspondent aux spots protéiques présentant une différence d’expression égale ou supérieure à 1,6 pour une souche par...
	Un total de 165 spots protéiques a été sélectionné sur milieu PDA (142 prélevés sur les gels de M. circinelloides CBS 277-49 et 23 sur ceux de M. lanceolatus UBOCC-A-109153) contre 138 sur milieu CA (71 prélevés sur les gels de M. circinelloides CBS 2...
	L’ensemble de ces spots a été extrait (même mode opératoire que celui décrit dans l’article n 3) et identifié par LC MALDI TOF-TOF au niveau de la plateforme Proteogen de l’Université de Caen. Afin de pouvoir comparer les profils électrophorétiques in...
	Des pourcentages d’identification de 95,8% (158 spots) et 85,5% (105 spots) ont été respectivement obtenus sur milieux PDA et CA en recherchant des similitudes avec les génomes spécifiques disponibles dans la base de données MucorDB (plateforme ABIMS ...
	Figure 18 : Protéomes de M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (A) et M. circinelloides CBS 277-49 (B) sur milieu CA. Les numéros indiqués correspondent aux spots protéiques présentant une différence d’expression égale ou supérieure à 1,6 pour une souche par ...
	Figure 20 : Etude des protéines communément ou spécifiquement exprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 sur milieux PDA et CA.
	Le nombre de protéines communes aux deux souches pour chacun des milieux est identique (n=9) mais leur nature est totalement différente. D’autre part, pour M. lanceolatus UBOCC-A-109153, 6 protéines sont exprimées spécifiquement sur milieu PDA contre ...
	Tableau n 3 : Synthèse des résultats de l’analyse des protéomes de M. circinelloides CBS 277-49 et M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieux PDA et CA. Les spots protéiques présentant une différence d’expression égale ou supérieure à 1,6 entre les deu...
	Tableau n 4 : Protéines surexprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu PDA.
	Tableau n 5 : Protéines surexprimées par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu PDA.
	Tableau n 6 : Protéines surexprimées par M. lanceolatus UBOCC-A-109153 sur milieu CA.
	Tableau n 7 : Protéines surexprimées par M. circinelloides CBS 277-49 sur milieu CA.
	II.2.b. Analyse des protéines surexprimées et des voies métaboliques mises en jeu par homologie avec le protéome de S. cerevisiae
	II.2.c. Etude des métabolites produits
	L’étude de protéomique comparative a été enrichie par une approche de métabolomique visant à détecter de manière non-ciblée les métabolites présents chez les deux souches étudiées et sur chacun des milieux utilisés par LC-MS/MS, selon un protocole ada...
	II.2.c.1. Extraction des échantillons
	II.2.c.2. Analyse LC-MS/MS
	II.2.c.3. Principaux métabolites identifiés
	L’analyse préliminaire des spectres LC-ESI-MS a permis de mettre en évidence différents métabolites retrouvés spécifiquement chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 (Tableau n 9, figure n 25).
	Les 3 métabolites de la souche technologique (2 sur milieu CA et un sur PDA) n’ont pas pu être caractérisés à ce stade.
	Tableau n 9 : Principaux métabolites identifiés chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 après 7 jours à 14 C sur milieu CA et PDA. Les formules brutes des composés détectés ont été générées en utilisant le logiciel MassHunte...
	Figure 25 : Structures chimiques développées des metabolites potentiels détectés chez M. lanceolatus UBOCC-A-109153 et M. circinelloides CBS 277-49 après 7 jours à 14 C sur milieu PDA (A) et CA (B).
	Les molécules identifiées chez M. circinelloides CBS 277-49, plus diverses et abondantes sur milieu PDA que sur CA, seraient majoritairement de nature lipidique. Bien que considérée comme faible productrice en comparaison d’autres souches comme la WJ1...
	Les résultats de cette étude interspécifique, couplée aux données de métabolomique, donneront lieu à une quatrième publication, en cours de rédaction.
	( De confirmer le caractère fortement spécifique des protéines produites par les deux souches sur les deux types de milieu, même si les voies métaboliques impliquées sont globalement identiques ;
	( De mettre en évidence une forte augmentation du métabolisme de la souche technologique sur milieu mimant le fromage par rapport au milieu non fromager, et inversement pour la souche non-technologique ;
	( De procéder à l’identification préliminaire de 15 métabolites produits par M. circinelloides CBS 277-49 (80%) ou M. lanceolatus UBOCC-A-109153 (20%) sur milieu fromager ou non-fromager.

	Borneman AR, Desany BA, Riches D, Affourtit JP, Forgan AH, Pretorius IS, Egholm M, Chambers PJ. Whole-genome comparison reveals novel genetic elements that characterize the genome of industrial strains of Saccharomyces cerevisiae. PLoS Genet. 2011 7(2).
	Chowdhary A, Kathuria S, Singh PK, Sharma B, Dolatabadi S, Hagen F, Meis JF. Molecular characterization and in vitro antifungal susceptibility of 80 clinical isolates of mucormycetes in Delhi, India. Mycoses. 2014 57 Suppl 3, 97-107.
	Chuang MY, Tsai WC, Kuo TY, Chen HM, Chen WJ. Comparative proteome analysis reveals proteins involved in salt adaptation in Photobacterium damselae subsp. piscicida. J Basic Microbiol. 2016. In press.
	Coton M, Delbés-Paus C, Irlinger F, Desmasures N, Le Fleche A, Stahl V, Montel MC, Coton E. Diversity and assessment of potential risk factors of Gram-negative isolates associated with French cheeses. Food Microbiol. 2012 29(1), 88-98.
	Coton E, Desmonts MH, Leroy S, Coton M, Jamet E, Christieans S, Donnio PY, Lebert I, Talon R. Biodiversity of coagulase-negative Staphylococci in French cheeses, dry fermented sausages, processing environments and clinical samples. Int. J. Food Microb...
	Deacon JW. Fungal biology, 4th ed, 2006. Blackwell Publishing Ltd, Oxford, UK.
	De Angelis M, Calasso M, Cavallo N, Di Cagno R, Gobbetti M. Functional proteomics within the genus Lactobacillus. Proteomics. 2016 16(6), 946-962.
	Dolatabadi S, Kolecka A, Versteeg M, de Hoog SG, Boekhout T.Differentiation of clinically relevant Mucorales Rhizopus microsporus and R. arrhizus by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). J Med Mic...
	E
	Gil-Durán C, Rojas-Aedo JF, Medina E, Vaca I, García-Rico RO, Villagrán S, Levicán G, Chávez R.The pcz1 gene, which encodes a Zn(II)2Cys6 protein, is involved in the control of growth, conidiation, and conidial germination in the filamentous fungus Pe...
	Henry SA, Kohlwein SD, Carman GM. Metabolism and regulation of glycerolipids in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Genetics. 2012 190(2), 317-349.
	Katayama T, Tanaka Y, Okabe T, Nakamura H, Fujii W, Kitamoto K, Maruyama J. Development of a genome editing technique using the CRISPR/Cas9 system in the industrial filamentous fungus Aspergillus oryzae. Biotechnol. Lett. 2016 38(4), 637-642.
	Kosalková K, Domínguez-Santos R, Coton M, Coton E, García-Estrada C, Liras P, Martín JF. A natural short pathway synthesizes roquefortine C but not meleagrin in three different Penicillium roqueforti strains. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2015 99(18), ...
	Leclercq-Perlat MN, Latrille E, Corrieu G, Spinnler HE. Controlled production of Camembert-type cheeses. Part II. Changes in the concentration of the more volatile compounds. J Dairy Res. 2004 71(3), 355-366.
	Lee SC, Ni M, Li W, Shertz C, Heitman J. The evolution of sex: a perspective from the fungal kingdom. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2010 74(2), 298-340.
	Mansour S, Beckerich JM, Bonnarme P. Lactate and amino acid catabolism in the cheese-ripening yeast Yarrowia lipolytica. Appl. Environ. Microbiol. 2008 74(21), 6505-6512.
	Mansour S, Bailly J, Delettre J, Bonnarme P. A proteomic and transcriptomic view of amino acids catabolism in the yeast Yarrowia lipolytica. Proteomics. 2009 9(20), 4714-4725.
	Marsit S, Mena A, Bigey F, Sauvage FX, Couloux A, Guy J, Legras JL, Barrio E, Dequin S, Galeote V. Evolutionary advantage conferred by an eukaryote-to-eukaryote gene transfer event in wine yeasts. Mol. Biol. Evol. 2015 32(7), 1695-1707.
	Montagna MT, Santacroce MP, Spilotros G, Napoli C, Minervini F, Papa A, Dragoni I. Investigation of fungal contamination in sheep and goat cheeses in southern Italy. Mycopathologia. 2004 158(2), 245-249.
	Morin-Sardin S, Rigalma K, Coroller L, Jany JL, Coton E. Effect of temperature, pH, and water activity on Mucor spp. growth on synthetic medium, cheese analog and cheese. Food Microbiol. 2016 56, 69-79.
	Nishimoto T, Furuta M, Kataoka M, Kishida M.Important role of catalase in the cellular response of the budding yeast Saccharomyces cerevisiae exposed to ionizing radiation. Curr. Microbiol. 2015 70(3), 404-407.
	Niu X, Damsz B, Kononowicz AK, Bressan RA, Hasegawa PM. NaCl-induced alterations in both cell structure and tissue-specific plasma membrane H+-ATPase gene expression. Plant Physiol. 1996 111, 679-686.
	Odat O, Matta S, Khalil H, Kampranis SC, Pfau R, Tsichlis PN, Makris AM. Old yellow enzymes, highly homologous FMN oxidoreductases with modulating roles in oxidative stress and programmed cell death in yeast. J. Biol. Chem. 2007 282(49), 36010-36023.
	Pfeiffer A, Stephanowitz H, Krause E, Volkwein C, Hirsch C, Jarosch E, Sommer T. A Complex of Htm1 and the oxidoreductase Pdi1 accelerates degradation of misfolded glycoproteins. J. Biol. Chem. 2016 291(23), 12195-12207.
	Schimek C, Kleppe K, Saleem AR, Voigt K, Burmester A, Wöstemeyer J. Sexual reactions in Mortierellales are mediated by the trisporic acid system. Mycol. Res. 2003 107(Pt 6), 736-747.
	Semkiv MV, Dmytruk KV, Abbas CA, Sibirny AA. Increased ethanol accumulation from glucose via reduction of ATP level in a recombinant strain of Saccharomyces cerevisiae overexpressing alkaline phosphatase. BMC Biotechnol. 2014 14, 42.
	Stambuk BU, Dunn B, Alves SL Jr, Duval EH, Sherlock G. Industrial fuel ethanol yeasts contain adaptive copy number changes in genes involved in vitamin B1 and B6 biosynthesis. Genome Res. 2009 19(12), 2271-2278.
	Terrer C, Vicca S, Hungate BA, Phillips RP, Prentice IC. Mycorrhizal association as a primary control of the CO₂ fertilization effect. Science. 2016 353(6294), 72-74.
	Yi DG, Huh WK. UDP-glucose pyrophosphorylase Ugp1 is involved in oxidative stress response and long-term survival during stationary phase in Saccharomyces cerevisiae. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2015 467(4), 657-663.
	Zhang N, Zhao XH.Study of Mucor spp. in semi-hard cheese ripening. J. Food Sci. Technol. 2010 47(6), 613-619.



