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Titre : Étude de la dégénérescence cellulaire épigénétique Crippled Growth chez le champignon 

Podospora anserina. 

 
Résumé : De nombreux champignons peuvent présenter des instabilités phénotypiques. Chez le 

champignon filamenteux modèle Podospora anserina, la dégénérescence cellulaire épigénétique 

Crippled Growth (CG) se caractérise par un ralentissement de la croissance, une pigmentation altérée, 

un défaut de production de fructifications et d’hyphes aériens. CG est dû à un élément C, infectieux et 

cytoplasmique, produit durant la phase stationnaire. Deux types de mutants ont été isolés au 

laboratoire : les mutants IDC, incapables de présenter CG, et les mutants PDC développant plus 

fréquemment CG. Les premiers ont été particulièrement étudiés et ont permis d’identifier plusieurs 

acteurs impliqués dans CG : la voie MAPK PaMpk1 et son auto-activation est au cœur du système, la 

voie MAPK PaMpk2, le complexe NADPH oxydase Nox1 et d’autres petites protéines participent aussi 

à la régulation de CG en activant la voie PaMpk1. Les travaux présentés ici caractérisent pour la 

première fois deux mutants PDC : les mutants PDC2205 et PDC2209. PDC2205 est affecté dans le gène PDC1 

et code pour une protéine, PDC1, conservée chez les ascomycètes. Cette protéine module CG en 

inhibant la voie PaMpk1. L’étude du mutant PDC2209, quant à elle, a permis d’identifier un cluster très 

particulier nommé cluster 2209. Ce dernier code d’une part pour les constituants de la boucle 

d’activation de PaMpk1, et d’autre part pour des répresseurs de cette boucle. Ces deux types 

d’éléments, activateurs et répresseurs, semblent s’organiser en au moins deux systèmes 

toxine/antitoxine. Par ailleurs, ce cluster s’est conservé chez les Sordariales et les Chaetosphaeriales, 

même s’il présente une histoire évolutive très particulière, subissant de nombreux réarrangements. 

Ce cluster est donc très important mais sa fonction reste inconnue. 

 
Mots clefs : Podospora anserina, champignons, Crippled Growth, dégénérescence, épigénétique 

 
Title : Study of the epigenetic cell degeneration Crippled Growth in the fungus Podospora anserina. 

 
Abstract : Many fungi display epigenetic instability. In Podospora anserina, the epigenetic cell 

degeneration “Crippled Growth” (CG) is characterized by slow growth, alteration of pigmentation and 

inability to differentiate fructifications and aerial hyphae. CG is due to a cytoplasmic and infectious 

element called C produced during stationary phase. Two types of CG mutants were isolated: IDC 

mutants impaired in the development of CG and PDC mutants promoting the development of CG. The 

former have been well studied and all mutants are affected in the MAPK1 pathway, the MAPK2 

pathway, the Nox1 NADPH oxidase complex, or in small cysteine-containing proteins probably involved 

in signal transduction. Here, we present for the first time an analysis of two PDC mutants, the PDC2205 

and the PDC2209 strains. PDC2205 is mutated in the PDC1 gene and encodes the PDC1 protein which is 

conserved in most Ascomycota. This protein regulates CG by inhibiting the PaMpk1 pathway. As for 

the mutant PDC2209, its analysis has allowed to identify the cluster 2209. This cluster encodes the 

component of the activation loop of the PaMpk1 and the repressors of the loop. These two types of 

elements, activators and repressors, seem to be organized in two toxin/antitoxin systems. Besides, this 

cluster is conserved in the Sordariales and the Chaetosphaeriales with a very specific evolutionary 

story. So, this cluster is very important, but its function is still unknown.  

 

Keywords : Podospora anserina, filamentous fungi, Crippled Growth, degeneration, epigenetics 
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INTRODUCTION 

 

I. LES CHAMPIGNONS : DE LA BIOSPHERE AU LABORATOIRE 

1. Les champignons : acteurs majeurs des écosystèmes et intérêts 

biotechnologiques  

Les champignons sont des microorganismes eucaryotes qui se divisent en deux groupes : les 

Eumycota ou « vrais champignons », et les Pseudomycota. Ils constituent un large règne en termes de 

nombre d’espèces. En particulier, on estime que seulement 100 000 espèces seraient à ce jour décrites 

alors que les Eumycota en compteraient plus d’un million. Les champignons peuvent se présenter sous 

forme unicellulaire appelée levure, ou sous forme pluricellulaire qualifiée alors de filamenteux. Dans ce 

dernier cas, le champignon développe des hyphes, c’est-à-dire des cellules capables de croître en 

s’allongeant, et se ramifie pour former un mycélium. Généralement, le cycle de vie d’un champignon 

filamenteux fluctue entre une phase de croissance végétative du mycélium, et une phase de reproduction 

(sexuée ou asexuée) consacrée à la production et à la dispersion de spores.  

De manière remarquable, ces microorganismes sont des hétérotrophes qui se nourrissent 

exclusivement par osmotrophie : ils sécrètent des enzymes qui digèrent la matière organique présente 

dans le milieu extérieur, puis ils absorbent les molécules ainsi produites via des transporteurs. La 

majorité des champignons consomment de la matière morte (ce sont les saprotrophes) et notamment la 

biomasse riche en lignine et cellulose non digérables par les autres organismes vivants. C’est en parti 

pourquoi les champignons sont des acteurs majeurs dans la régulation de la biomasse et le recyclage de 

la matière carbonée. Par ailleurs, certains champignons comme les mycorhiziens vivent en symbiose ou 

en mutualisme avec d’autres organismes, favorisant donc le développement de multiples espèces 

végétales. Par conséquent, ce sont des microorganismes clefs dans le maintien de la santé des sols.   

 Cependant, certains champignons sont également délétères pour d’autres organismes. C’est 

notamment le cas des phytopathogènes responsables de nombreuses pertes agricoles. Parmi les parasites 

les plus importants au niveau scientifique et économique, on compte Magnaporthe oryzae (agent de la 

pyriculariose du riz), Botrytis cinerea (agent de la pourriture grise), Fusarium graminearum (agent de 

la fusariose du maïs et du blé) ou encore Ustilago maydis (agent du charbon du maïs et organisme 

modèle pour l’étude des phytopathogènes) (Dean et al., 2012). En 2003, on estimait que les champignons 

phytopathogènes étaient responsables d’une perte annuelle de 200 milliards d’euros pour l’agriculture 

mondiale (Arora, 2003), et dans le même temps, 880 millions de dollars avaient été investis dans 

l’épandage de fongicides aux Etats-Unis (Gianessi and Reigner, 2005). Les champignons 

phytopathogènes ont donc un important poids économique pour notre agriculture. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Pyriculariose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pourriture_grise
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fusariose_du_ma%C3%AFs&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Charbon_du_ma%C3%AFs
https://fr.wikipedia.org/wiki/Organisme_mod%C3%A8le
https://fr.wikipedia.org/wiki/Organisme_mod%C3%A8le
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 L’autre impact délétère des champignons se porte évidemment sur la santé humaine. Avec le 

développement et le perfectionnement des traitements médicaux notamment pour les transplantés et les 

malades atteints de cancer, on observe un nombre croissant de patients immuno-déprimés susceptibles 

de souffrir d’infections nosocomiales. En particulier, les genres Candida et Aspergillus sont 

responsables d’infections opportunistes conduisant à un taux de mortalité global de 35% 

(Gellendautremer et al., 2008).  

 Ces microorganismes eucaryotes constituent également une menace pour les habitations. Le 

mérule des maisons, Serpula lacrymans, en est un exemple phare. D’autres champignons capables 

d’envahir les bâtiments sont également responsables de la production de composés volatiles à l’origine 

d’allergies ou d’irritations pour les habitants. 

 Ensuite, les champignons jouent un rôle très important dans l’alimentation et l’industrie (agro-

industrie). Dès l’Antiquité, les Hommes ont utilisé ces microorganismes pour l’élaboration de boissons 

fermentées par exemple. Aujourd’hui les processus de fermentation par les levures Saccharomyces et/ou 

Brettanomyces pour la fabrication de la bière sont totalement maîtrisés. Par ailleurs, les progrès de la 

myciculture permettent de produire pour la consommation courante de nombreuses espèces telles que 

les champignons de Paris (Agaricus bisporus), les pleurotes (Pleurotus), les morilles (Morchella) ou 

encore les shiitakes (Lentinula). De plus, par leur aptitude à dégrader la lignocellulose de la paroi 

végétale, les champignons deviennent une alternative séduisante pour le blanchiment du papier dans 

l’industrie papetière qui utilise pour cela de nombreux composés chlorés extrêmement polluants. Il en 

est de même pour la production de biocarburants de deuxième génération à partir de déchets agricoles. 

L’utilisation de leur capacité enzymatique est également une solution intéressante pour la dépollution 

des sols contaminés par des molécules toxiques. Cependant, l’un des domaines qui utilisent le plus ces 

microorganismes reste le milieu pharmaceutique. Depuis la découverte de la pénicilline en 1928, les 

champignons sont grandement employés pour leur production de divers métabolites secondaires.  

 

 Pour étudier ces espèces de champignons d’intérêt écologique, médical ou biotechnologique, il 

est parfois nécessaire de se référer à des espèces modèles, dont le cycle est connu, facilement cultivables 

et manipulables en laboratoire. En effet, la culture des champignons mutualistes ou pathogènes par 

exemple est rarement maîtrisée. Les organismes modèles permettent donc une analyse des aspects 

fondamentaux des processus biologiques et leur application aux champignons d’intérêt qui leur sont 

proches. Au sein de notre laboratoire, nous utilisons le champignon filamenteux Podospora anserina 

comme organisme modèle.  

 

 



Nguyen Tinh-Suong – Thèse de doctorat – 2018 

 

19 

 

2. Podospora anserina, un organisme modèle de laboratoire 

Podospora anserina est un modèle pour l’étude des processus biologiques des Eucaryotes. Ce 

champignon filamenteux est un ascomycète non pathogène, cosmopolite et coprophile, généralement 

retrouvé sur les excréments d’herbivores. P. anserina fait partie de l’embranchement des Ascomycota, 

du sous-embranchement des Pezizomycotina, de la classe des Sordaryomycetes et de l’ordre des 

Sordariales. Son génome, entièrement séquencé (Espagne et al., 2008) est constitué d’environ 10 500 

gènes (caractéristique moyenne pour les champignons filamenteux), pour 35 Mb réparti sur 7 

chromosomes. P. anserina est hermaphrodite et chaque individu possède donc les structures sexuelles 

femelles et mâles respectivement les ascogones et les microconidies ou spermaties. Son cycle de 

reproduction sexuée est connu et s’étend sur 7 jours en laboratoire dans des conditions optimales (27°C, 

70% d’hygrométrie et en présence de lumière) (Figure 1). Il nécessite deux types sexuels, mat+ et mat-

, la reproduction ne pouvant se produire qu’entre organes reproducteurs de type sexuel différent. Il existe 

un système phéromone/récepteur permettant la reconnaissance entre la microconidie et l’ascogone de 

types sexuels différents. A l’issue de la fécondation, des fructifications (appelées périthèces) se forment 

autour des ascogones fécondés. Une fois mature, après 4 jours environ, ces périthèces contiennent des 

asques renfermant les spores, qu’ils dispersent en continu en les éjectant à travers leur col pendant 5 

jours. Les spores se développent dans les asques après caryogamie et à la suite d’une méiose et d’une 

mitose post-méiotique. Deux phénomènes importants pour l’analyse génétique, peuvent alors avoir lieu : 

la pré-réduction et la post-réduction (Figure 2). Dans le cas de la pré-réduction, il n’y a pas de crossing-

over entre le gène et son centromère et il y a ségrégation des allèles différents (représentés en blanc et 

noir sur la Figure 2) lors de la première division de la méiose. Les spores englobent alors deux noyaux 

génétiquement identiques mais non-frère après la mitose post-méiotique. En revanche, dans le cas de la 

post-réduction, un crossing-over a lieu entre le gène et son centromère. Les spores se forment ainsi 

autour de deux noyaux génétiquement différents, et les thalles issus de ces spores seront 

hétérocaryotiques pour ce gène. 
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Figure 1 : Cycle de vie de P. anserina. Modifiée d’après http://podospora.i2bc.paris-

saclay.fr/more.php. 

 

 

Figure 2 : Ségrégation des allèles lors de la méiose en cas de pré-réduction (FDS) ou post-

réduction (SDS) chez P. anserina. Modifiée d’après (Grognet et al., 2014a).  
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Dans la majorité des cas, chaque asque produit quatre spores binucléées qui contiennent chacune 

les deux types sexuels. Par conséquent le mycélium provenant de la germination d’une spore est 

hétérocaryotique et autofertile. On dit ainsi que P. anserina est un champignon pseudo-homothallique. 

Cependant, dans 1% des cas, une malformation se produit : l’une des spores n’englobe pas deux noyaux 

mais un seul et le noyau restant est également enveloppé et deviendra une autre spore. Ainsi, ces asques 

présenteront 3 « grosses » spores hétérocaryotiques et 2 « petites » spores monocaryotiques, aisément 

reconnaissables sous loupe binoculaire. Classiquement au laboratoire, les souches utilisées proviennent 

de la germination de petites spores. En effet, ce type de spores ne contenant qu’un seul type de noyau, 

cela permet de réaliser des croisements orientés. Par ailleurs, un croisement sur boîte de Pétri produisant 

environ 100 000 asques, ces souches monocaryotiques peuvent facilement s’obtenir même avec une 

fréquence de 1%. 

Dans la nature, les spores de P. anserina doivent transiter par le système digestif d’un herbivore 

pour acquérir la capacité de germination. En laboratoire, un milieu de germination simple a été mis au 

point. Il en est de même pour le milieu standard de culture qui permet au champignon de croître de 7 

mm environ en 24h dans les conditions optimales. P. anserina est donc aisément cultivable et une 

importante quantité de matériel biologique et notamment génétique peut être récupérée en peu de temps. 

Par ailleurs, cet ascomycète est facilement transformable, même si l’ADN exogène doit nécessairement 

s’intégrer au génome pour être transmis au cours des divisions cellulaires. On peut donc facilement 

réaliser des délétions de gènes, des complémentations, l’introduction d’allèles mutants ou encore la 

localisation de protéines marquées avec une protéine fluorescente chez ce microorganisme. Son 

caractère non pathogène, sa culture aisée en laboratoire, son cycle de reproduction court et maitrisé, et 

sa capacité à le modifier génétiquement, ont fait de P. anserina un champignon modèle et ont permis 

l’étude de nombreux processus biologiques (Silar, 2013). Ainsi, les phénomènes de dégénérescence des 

spores et du mycélium, respectivement nommés aujourd’hui par les termes de Spore Killer et 

incompatibilité végétative, ont été mis en évidence dès le milieu du XXème siècle (Padieu and Bernet, 

1967; Rizet and Esser, 1953). En outre, l’étude de cet ascomycète a révélé l’existence d’un système de 

défense contre les compétiteurs appelé Interférence Hyphale (Silar, 2005). P. anserina est également un 

organisme couramment utilisé pour l’analyse du phénomène de senescence (Marcou, 1961; Osiewacz 

et al., 2010). Et récemment, le rôle de ce champignon dans le maintien de la santé des sols a été mis en 

exergue : d’une part par sa capacité à inactiver des dérivés de pesticides comme le 3,4-dichloroaniline 

(Martins et al., 2009), polluant de nombreuses terres agricoles ; et d’autre part par son large éventail 

d’enzymes capables de dégrader la biomasse végétale, l’un des équipements enzymatiques le plus 

important du règne fongique (Couturier et al., 2016).   

Le champignon filamenteux P. anserina est donc un organisme modèle pour l’étude des 

processus biologiques et notamment des mécanismes génétiques et épigénétiques chez les Eucaryotes. 
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II. LES DIFFERENTES FORMES D’HEREDITES EPIGENETIQUES 

 Au début des années 1940, Conrad Waddington émet pour la première fois le concept de 

« paysage épigénétique », c’est-à-dire l’ensemble des processus par lesquels le génotype engendre le 

phénotype (Waddington, 1942).  Aujourd’hui, on définit l’épigénétique comme l’étude de la régulation 

de l’expression des gènes, sans qu’il n’y ait de modification dans la séquence nucléotidique. Cette 

régulation est donc réversible (contrairement aux mutations de l’ADN) et peut se transmettre lors de la 

division cellulaire et de la méiose. Cette transmission de l’information épigénétique s’effectue à trois 

niveaux : au niveau de l’organisation de la chromatine et de la méthylation de l’ADN, au niveau de la 

machinerie impliquant des petits ARN interférants (RNAi) et enfin, au niveau des phénomènes 

régulatoires et structuraux essentiellement protéiques. 

 

1. Héritabilité des régulations transcriptionnelles  

a. La méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN est la régulation épigénétique la plus courante et joue un rôle 

important dans la structure et la dynamique de la chromatine. C’est donc un acteur majeur dans la 

régulation et l’extinction de l’expression des gènes. Ce mécanisme est présent chez divers Eucaryotes 

(champignons, plantes et mammifères) et engendre des conséquences pléïotropes. En effet, la 

méthylation de l’ADN est essentielle lors du développement chez les mammifères et dans l’inactivation 

du chromosome X. Elle joue également un rôle essentiel dans le maintien de l’intégrité du génome par 

la répression de l’ADN exogène et des séquences répétées telles que les transposons, les centromères et 

les ADN satellites. Généralement, une hypométhylation correspond à l’expression des gènes de la région 

considérée tandis qu’une hyperméthylation est associée à la répression de l’expression des gènes.  

 Le processus de méthylation est conduit par les ADN méthyltransférases (DMT) qui catalysent 

le transfert d’un groupe méthyle à partir d’une S-adénosyl-m-méthionine (AdoMet ou SAM) sur la 

position C5 des cytosines. A ce jour, deux types d’ADN méthyltransférases ont été identifiées, les ADN 

méthyltransférases de novo et les ADN méthyltransférases de maintenance (Figure 3). Les premières 

sont responsables de la méthylation des séquences non méthylées. A l’opposé, les ADN 

méthyltransférases de maintenance interviennent dans la méthylation du brin néo-synthétisé à partir des 

sites hémi-méthylés, après la réplication. Ainsi grâce à cette machinerie, il y a conservation de ces 

marques épigénétiques au cours des générations. Chez les champignons filamenteux, deux mécanismes 

permettant l’extinction transcriptionnelle ou TGS (transcriptional gene silencing), ont été décrits chez 

Ascobolus immersus et Neurospora crassa.  
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Figure 3 : Les deux types de mécanismes de méthylation de 

l’ADN. Le processus de méthylation de novo permet l’ajout de 

groupes méthyl sur des cytosines spécifiques sur les deux brins 

d’ADN (assurant ainsi une méthylation symétrique). Après 

réplication de l’ADN, le brin néosynthétisé n’est pas méthylé et les 

sites méthylés deviennent donc hémiméthylés. Le mécanisme de 

méthylation de maintenance reconnait ces régions et permet le 

maintien de la méthylation symétrique sur les deux brins. 

D’après (Veland and Chen, 2017). 

 

 

 

b. Le mécanisme MIP 

Chez A. immersus, le mécanisme de MIP (methylation induced premeiotically) a été découvert 

suite à des expériences de transgénèse (Faugeron et al., 1989; Goyon and Faugeron, 1989). Le MIP 

permet d’éteindre l’expression des séquences présentes plus d’une fois dans le génome d’A. immersus 

par une forte méthylation de novo de la plupart des cytosines des gènes dédoublés. Lors d’expériences 

de transformation, l’inactivation des gènes répétés (c’est-à-dire du gène endogène ainsi que de la/les 

copie(s) insérée(s)) est observée après un premier croisement des transformants obtenus. Ce phénomène 

se maintient à travers les divisions mitotiques et méiotiques, même lorsque les deux séquences répétées 

ont ségrégé indépendamment l’une de l’autre (Rhounim et al., 1992). Néanmoins, le MIP est réversible 

et il est possible de lever l’inactivation en utilisant un agent déméthylant sur des cellules en croissance 

(Goyon and Faugeron, 1989). De plus, pour que le MIP ait lieu, il est nécessaire que les duplications 

soient présentes dans le même noyau haploïde. Ainsi, l’inactivation se déroulerait à un moment précis 

lors de la reproduction sexuée, précédent la fusion de deux noyaux haploïdes de types sexuels (Goyon 

and Faugeron, 1989).  

Le MIP agit efficacement sur des séquences répétées d’au moins 400 pb présentes en tandem, 

et sur des duplications d’au moins 600 pb distribuées dans le génome. Son action engendre une absence 

de transcrits ou la présence d’ARNm tronqués (Barry et al., 1993). L’analyse de ces transcrits incomplets 

a montré que la transcription une fois initiée, se propageait jusqu’à atteindre une région méthylée. Par 

ailleurs, lorsque deux séquences répétées sont méthylées par le MIP, la fréquence de recombinaison est 

diminuée d’un facteur cent. En effet, la méthylation de l’ADN influence également l’état de la 

chromatine, et peut donc inhiber le processus de recombinaison homologue (Maloisel and Rossignol, 

1998). Le MIP est donc un mécanisme efficace de protection de l’intégrité du génome d’A. immersus.  

Le premier mutant altéré dans le phénomène MIP identifié est muté dans le gène masc1 codant 

pour une protéine qui possède un domaine catalytique caractéristiques des DMT (Malagnac et al., 1997). 
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Cependant aucune activité enzymatique n’a été détectée in vitro. L’inactivation de masc1 n’influence 

pas le système de maintenance de la méthylation, ce mécanisme étant assuré par masc2 (Chernov et al., 

1997). Par ailleurs, un croisement entre le mutant masc1 et la souche sauvage sexuellement compatible 

est stérile, le développement sexué étant arrêtée à un stade précoce. La protéine Masc1 est donc requise 

dans le système MIP d’une part, et d’autre part, elle joue un rôle important dans la reproduction sexuée. 

Or, chez Aspergillus nidulans qui ne possède pas de mécanisme MIP, la protéine DmtA, orthologue à 

Masc1, est également nécessaire aux étapes précoces du développement sexuel (Lee et al., 2008). Ces 

résultats questionnent sur le lien entre le MIP et la défense de l’intégrité du génome, et la reproduction 

sexuée.  

Dernièrement, une troisième DMT, Masc3, aurait été identifiée par comparaison et alignement 

de séquences grâce au séquençage complet du génome d’A. immersus (Montanini et al., 2014). 

Un autre mécanisme très similaire au MIP a été identifié chez N. crassa, et bien qu’il génère des 

mutations irréversibles, il est décrit ci-après. 

 

c. Le mécanisme RIP  

N. crassa présente également un système de défense par extinction génique découvert par Selker 

et ses collaborateurs (Selker et al., 1987). Ce processus, similaire au MIP et appelé RIP (repeat-induced 

point mutation), agit également à l’étape dicaryotique dans le cycle de reproduction sexuée. Tout 

d’abord, il avait été montré que le RIP œuvrait sur des séquences répétées d’une taille minimale de 400 

pb et ayant plus de 80% d’identité (quelle que soit leur localisation au sein du génome) (Watters et al., 

1999). Cependant, plus récemment, il a été mis en évidence qu’une parfaite homologie de deux 

séquences de 155 pb est suffisante pour déclencher ce mécanisme (Gladyshev and Kleckner, 2014). Par 

ailleurs, le RIP est également capable de détecter et d’éteindre deux régions partageant des motifs 

composés de quatre nucléotides homologues suivis par sept nucléotides non-homologue (soit 36% 

d’homologie paratgée) (Gladyshev and Kleckner, 2016). La caractéristique principale du système RIP 

est la production de mutations de type C:G vers A:T. Plus précisément, la majorité des cytosines sont 

mutées en thymines. Ainsi, tous les éléments mobiles présents dans le génome de N. crassa sont affectés 

par ce mécanisme, et toutes les séquences répétées sont riches en AT. Par ailleurs, ces régions riches en 

AT représentent un signal de méthylation : les séquences répétées subissent donc des mutations 

irréversibles et ont un niveau de transcription nulle du fait du processus de méthylation  (Miao et al., 

2000; Selker and Stevens, 1987; Tamaru and Selker, 2003).  

Une protéine essentielle pour le RIP a été identifiée et nommée RID (RIP Defective) (Freitag et 

al., 2002). Elle correspond à l’unique protéine homologue à Masc1 chez N. crassa. Cependant, 

contrairement à Masc1, la mutation de cette protéine engendre une souche déficiente pour le mécanisme 

RIP mais toujours fertile. Les homologues de Masc1 et RID ont été identifiés chez quasiment tous les 

ascomycètes où leur action durant la reproduction sexuée semble conservée (Lee et al., 2008). De façon 
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concordante, la structure moléculaire de Masc1 et de RID diffère des autres DMT et notamment de leurs 

homologues (Gladyshev, 2017). Il est possible que ces deux enzymes aient évolué pour former un 

domaine catalytique spécifique et/ou nécessitant des co-facteurs particuliers. 

 Les mécanismes de régulation transcriptionnelle de type MIP ou RIP sont répandus chez les 

champignons filamenteux ascomycètes et constituent une défense efficace contre l’invasion de leur 

génome par les éléments transposables. En outre, le processus de MIP agit durant le développement 

sexuel, ce qui concorde avec leur capacité à reconnaître des séquences homologues. Ce dernier point, 

qui ferait intervenir des interactions entre ADN double brin, demeure cependant indéterminé. Chez P. 

anserina, il existe un mécanisme fonctionnel de type RIP qui présente une efficacité moindre que celui 

de N. crassa (Hane et al., 2015). En revanche, aucune recherche n’a mis en évidence la présence d’un 

système de type MIP. Néanmoins, lors des nombreuses expérimentations réalisées sur ce champignon 

modèle, il a parfois été observé (et notamment au cours de ces travaux de thèse) des extinctions de 

transgènes au cours du temps (et en l’absence de croisement de la souche portant le transgène). Il est 

donc envisageable qu’un tel mécanisme existe également chez P. anserina à une basse efficacité.  

 

2. Héritabilité des régulations post-transcriptionnelles  

a. Le quelling 

Pour faire face aux différentes menaces (virus, transposons, etc.) pouvant compromettre 

l’intégrité de leur génome, les organismes eucaryotes ont développé des mécanismes de régulation post-

transcriptionnelles appelés PTGS (post-transcriptional gene silencing). Chez les champignons, le 

premier mécanisme de ce type a été découvert chez Neurospora crassa par Romano et Macino. Ces 

derniers tentent en 1992 de sur-exprimer le gène albino-1 (al-1) impliqué dans la biosynthèse de 

caroténoïdes et qui confère à N. crassa sa pigmentation orangée (Romano and Macino, 1992). Pour ce 

faire, ils introduisent des copies al-1 supplémentaires dans son génome. De façon surprenante, 30% des 

transformants obtenus présentent un phénotype blanc, identiques aux mutants al-1. Ce phénomène, 

appelé quelling, inactive spécifiquement au niveau post-transcriptionnel le gène endogène ainsi que ses 

séquences homologues exogènes. En effet, la quantité de pré-ARNm n’est pas modifiée, alors que celle 

des transcrits matures du gène visé par le quelling diminue très fortement (Cogoni et al., 1996). Pour 

que ce mécanisme s’opère, une région homologue de 132 nucléotides est suffisante (Cogoni et al., 1996). 

Au contraire, l’insertion de régions non codantes, comme les séquences promotrices, n’est pas suffisante 

pour déclencher le quelling (Cogoni et al., 1996).  En outre, le quelling est une régulation réversible et 

des souches présentant un phénotype blanc ont engendré des colonies orange à des fréquences variables 

(Romano and Macino, 1992; Cogoni and Macino, 1997). Des hétérocaryons issus d’un mélange entre 

un noyau sauvage et un noyau portant plusieurs copies al-1 éteintes par le quelling révèlent également 

que ce dernier est un phénomène dominant et diffusible (Cogoni et al., 1996). 
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Grâce à un crible utilisant un champignon modèle, les mutants qde (quelling defective), altérés 

dans le quelling, ont été isolés et ont permis d’identifier les acteurs de ce phénomène : qde-1 code pour 

une ARN polymérase ARN-dépendante (RdRP) (Cogoni and Macino, 1999a), qde-2 code pour une 

protéine de type Argonaute (Catalanotto et al., 2000) et qde-3 code pour une hélicase RecQ (Cogoni and 

Macino, 1999b). Les protéines DCL-1 et DCL-2, des RNAse III (de classe 3) produisant des petit ARN 

interférents (siRNA) de 21-25 nucléotides, partiellement redondantes n’ont pas pu être identifiées lors 

de ce premier criblage (Catalanotto et al., 2004). Enfin, une exonucléase QIP a été isolée après une 

analyse biochimique des protéines interagissant avec QDE-2 (Maiti et al., 2007). Ces différentes études 

ont permis de dessiner un modèle présenté Figure 4. Le quelling serait donc un mécanisme de type 

RNAi, déclenché par l’introduction d’un transgène homologue à un gène endogène. Une fois transcrits 

par l’ARN polymérase II, les pré-ARNm seraient pris en charge par QDE-1 qui les convertirait en ARN 

double-brin (dsRNA). Ces derniers seraient alors divisés en siRNA de 25 nucléotides environ par DCL-

1 ou DCL-2. Ces molécules sont ensuite incorporées au complexe RISC (RNA-induced silencing 

complex) via la protéine QDE-2, et transformées par l’exonucléase QIP. Les produits ARN ainsi obtenus 

sont utilisés pour cibler les ARNm homologues. Après avoir été piégés, les ARNm sont probablement 

dégradés par QDE-2.  

Certains aspects de ce mécanisme restent cependant à éclaircir. C’est notamment le cas de QDE-

3 qui pourrait agir au niveau de la transcription du transgène et/ou dans le recrutement de QDE-1. En 

outre, le processus d’activation du quelling n’est pas encore bien défini, mais un modèle propose que 

des transcrits aberrants des transgènes en seraient à l’origine.  

 

Figure 4 : Le modèle du quelling chez N. crassa. Modifiée d’après (Malagnac and Silar, 

2011). 
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b. Le mécanisme MSUD 

En plus de la régulation durant le développement végétatif par le mécanisme de quelling, N. 

crassa dispose également d’un système de reconnaissance et d’extinction de l’ADN « non-apparié » 

pendant la méiose. Ce phénomène appelée MSUD (Meiotic Silencing by Unpaired DNA) a été 

découvert par Metzenberg et ses collègues en étudiant le gène Asm-1 (Ascospore maturation-1) 

(Aramayo and Metzenberg, 1996; Shiu et al., 2001). Ce gène est orthologue à stuA chez Aspergillus 

nidulans, et, tout comme les mutants stuA, les mutants Asm-1 présentent un phénotype végétatif 

particulier avec un défaut de production d’hyphes aériens notamment (Aramayo et al., 1996). En outre, 

les mutants invalidés pour Asm-1 (Asm-1∆) sont stériles au niveau femelle. De manière très surprenante, 

en croisant une souche Asm-1∆ avec une souche sauvage, il en résulte la production de huit ascospores 

blanches et non viables (Figure 5). Ce phénomène de dominance est étonnant puisque la suppression 

d’un allèle ne peut conduire à la production d’aucun produit pouvant interférer dans le développement 

cellulaire normal. La seule hypothèse pouvant permettre d’expliquer ce résultat est l’insuffisance 

allélique (i.e. deux allèles fonctionnels de Asm-1 sont nécessaires pour produire une quantité suffisante 

de protéine Asm-1 pour une production normale d’ascospores noires). Ainsi une complémentation au 

site permet d’éliminer la dominance de Asm-1∆. Cependant, lorsque la complémentation est réalisée en 

ectopique, huit ascospores blanches sont produites comme pour le croisement Asm-1∆ x Asm-1+. Ces 

observations sont le fait du mécanisme MSUD qui éteint l’expression des séquences de 1,3 kb minimum  

(Lee et al., 2004) qui ne sont pas appariées durant la méiose (Shiu et al., 2001).  

 

Figure 5 : La délétion de Asm-1 est dominante. En haut, un croisement entre deux souches 

sauvages (Asm-1+) engendre des asques à huit spores sauvages noires. En revanche, le croisement entre 

la souche sauvage et la souche Asm-1∆ (en bas) produit des asques à huit spores blanches et non viables. 

s.c. : chromatide sœur. D’après (Hammond, 2017). 
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A partir de l’étude du premier mutant suppresseur du MSUD obtenu par mutagénèse aléatoire, 

le premier gène impliqué dans ce mécanisme a été caractérisé (Shiu et al., 2001). Il s’agit du gène sad-1 

(suppressor of ascus dominance) codant pour une RdRP similaire à QDE-1. Les RdRP étant impliquées 

dans la machinerie RNAi, les analyses se sont portées sur les protéines de type DICER et Argonaute. 

Ainsi, il a été montré que la protéine DICER DCL-1 (Alexander et al., 2008) et la protéine Argonaute 

SMS-2 (suppressor of meiotic silencing 2), homologue à QDE-2 (Lee et al., 2003), sont nécessaires au 

mécanisme MSUD. Par ailleurs, QDE-2 étant connu pour interagir avec QIP durant le quelling, des 

études ont été menées pour évaluer l’éventuel rôle de cette exonucléase pendant le MSUD. Elles ont 

montré que QIP est également requise pour l’extinction génique au cours de la méiose (Lee et al., 2010; 

Xiao et al., 2010). Les deux mécanismes de régulation partagent donc de nombreuses protéines 

homologues. De plus, Hammond et ses collaborateurs ont mis en évidence que l’extinction par le MSUD 

est de type RNAi (Hammond et al., 2013a). En effet, ils ont pu détecter la présence de petits ARN, 

appelés masiRNA, spécifiques à un gène non apparié pendant la méiose, en quantité dix fois plus 

importante par rapport au contrôle. Pour compléter ce modèle, un criblage génétique a été réalisé sur la 

banque de mutants de N. crassa disponible (Colot et al., 2006). Il a permis d’identifier de nouvelles 

protéines : SAD-3 (Hammond et al., 2011), SAD-4 (Hammond et al., 2013b), et les protéines nucléaires 

SAD-5 (Hammond et al., 2013b) et SAD-6 (Samarajeewa et al., 2014). Enfin, le gène sad-2 identifié 

comme le gène sad-1 par mutagénèse aléatoire (Shiu et al., 2006), code pour une protéine co-localisée 

avec QIP et SMS-2 (Xiao et al., 2010) et vient compléter le modèle présenté Figure 6. 

Quelling et MSUD sont donc deux mécanismes de régulation post-transcriptionnelle présentant 

de fortes homologies (Figure 7) et peuvent être définis comme complémentaires chez N. crassa. Chez 

P. anserina, en revanche, aucun mécanisme de type MSUD ou quelling n’a été mis en évidence à ce 

jour. 
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Figure 6 : Modèle du mécanisme MSUD. aRNA : ARN aberrant. D’après (Hammond, 

2017). 

 

 

Figure 7 : Les deux mécanismes de régulation post-transcriptionnelles chez N. crassa. 

Modifiée d’après (Quoc and Nakayashiki, 2015). 
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3. Hérédité de structure : le prion 

a. Découverte et caractérisation 

 Entre 1986 et les années 2000, une épizootie particulièrement médiatisée d’encéphalopathie 

spongiforme bovine (ESB), appelée également « maladie de la vache folle », a touché le Royaume-Uni. 

Cette infection fait partie, avec la tremblante du mouton, le kuru et la maladie de Creutzfeldt-Jakob, des 

maladies neurodégénératives causées par un agent infectieux singulier : le prion. C’est en 1982 que 

Prusiner propose ce terme pour la première fois (acronyme de PRoteinaceous Infectious ONly) pour 

caractériser l’agent causant la tremblante du mouton (Prusiner, 1982). L’agent infectieux responsable 

de cette maladie est une protéine appelée PrP (Protease Resistant Protein) (Prusiner, 1982). Elle possède 

la particularité de pouvoir se présenter sous deux formes (Figure 8) (Prusiner, 1991). Sous sa 

conformation normale (PrPC), la protéine est fonctionnelle et non-infectieuse. En revanche, sous sa 

forme prion (PrPSc), la protéine est infectieuse et capable de catalyser efficacement le changement de 

conformation de protéines natives vers la forme prion. Il y a ainsi accumulation de protéines sous forme 

infectieuse qui induit un changement de phénotype, sans aucune modification du génotype. Par ailleurs, 

les protéines prions s’organisent en fibres, ce qui les rend moins vulnérables à différents stress 

(augmentation de la température, dessiccation, protéinases, etc). Aujourd’hui, le terme prion n’est plus 

restreint aux agents infectieux des maladies dégénératives précédemment citées, et s’est élargi à toute 

protéine capable d’adopter une conformation infectieuse. 

 

 

Figure 8 : Structures de la protéine PrP sous forme native (PrPC) et sous forme infectieuse 

(PrPSc). Modifiée d’après (Soto and Saborı́o, 2001). 
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b. L’exemple de l’élément PSI chez Saccharomyces cerevisiae 

Dès les années 1960, un caractère à l’hérédité non-mendélienne est découvert chez S. cerevisiae 

lors de la recherche de suppresseurs chez des souches mutantes auxotrophes pour l’adénine, [ade-]. Ces 

souches possèdent une mutation non-sens dans le gène ade1, et accumulent un précurseur dans la chaîne 

de biosynthèse de l’adénine, provoquant une pigmentation rouge des colonies. Brian Cox isole ainsi des 

colonies blanches et bicolores (blanc/rouge) de phénotype [ade+] (Cox, 1965). En analysant la 

ségrégation de ce caractère, il met en évidence que l’élément responsable de [ade+] est dominant et 

cytoplasmique, et le nomme PSI. En effet, les croisements entre une souche [PSI+] et une souche [psi-] 

engendre un diploïde [PSI+], qui lui-même, de façon étonnante, donne quatre spores [PSI+]. De plus, le 

caractère [PSI+] peut être transmis à une souche [psi-] en transférant le cytoplasme de l’une à l’autre, 

sans échange de noyaux (Cox et al., 1980). L’élément PSI semble d’origine protéique puisque des 

cellules [PSI+] peuvent être converties en [psi-] de façon permanente en cultivant les souches en présence 

de chlorure de guanidinium, un dénaturant de protéines (Tuite et al., 1981). Par la suite, une corrélation 

entre l’élément PSI et le gène SUP35 a été observée (Ter-Avanesyan et al., 1994). Ce dernier est un 

suppresseur informationnel non-spécifique au codon STOP. Le caractère omnipotent de ce type de 

suppresseur suppose que la mutation ne se situe pas dans un gène codant pour un ARNt. La protéine 

Sup35p codée par ce gène joue un rôle majeur dans l’apparition du phénotype [PSI+] : différentes 

délétions dans Sup35p conduisent à abolir le phénotype [PSI+] de façon permanente, tandis que sa 

surexpression augmente la probabilité d’apparition de [PSI+] (Ter-Avanesyan et al., 1994). Ces 

expériences de délétions ont mis en évidence que la partie N-terminale de la protéine était essentielle 

pour le maintien de [PSI+]. En outre, Doel et ses collaborateurs ont montré qu’une unique mutation faux-

sens (glycine modifiée en aspartate) à l’extrémité N-terminale (114 premiers acides aminés) de Sup35p 

engendrait un allèle dominant générant une souche dépourvue de l’élément PSI (Doel et al., 1994). Dans 

le même temps, Wickner étudie l’élément cytoplasmique et infectieux Ure3 présent également chez la 

levure. Il émet l’hypothèse alors pour la première fois que les prions sont des phénomènes répandus qui 

ne se limitent pas au système PrPC/PrPSc chez les mammifères, et propose que l’élément Ure3 et 

l’élément PSI sont tous deux des prions (Wickner, 1994). Cette hypothèse se confirme avec les études 

de Tuite qui montre que les protéines PrP  et Sup35 possèdent une homologie dans leur partie N-

terminale avec la présence de séquences répétées relativement semblables : PQGGYQQYN pour PrP et 

PHGGGWGQ pour Sup35p (Tuite, 1994). De plus, tout comme PrPSc, Sup35p[PSI+] (Sup35p issue des 

cellules [PSI+]) s’accumule, s’agrège et présente une résistance aux protéases, contrairement à 

Sup35p[PSI-] (Paushkin et al., 1996). 

La protéine Sup35p a été identifiée comme étant un facteur de terminaison qui forme avec 

Sup45p le complexe de terminaison de la traduction. Ils sont respectivement les équivalents des facteurs 

de terminaison eucaryotes eRF3 et eRF1. Le premier a pour rôle la reconnaissance du codon stop, tandis 

que le second facilite la libération du polypeptide via l’hydrolyse du GTP. Dans les souches [psi-], 
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Sup35p se trouve dans sa conformation normale et peut s’associer à Sup45p pour mettre fin aux 

traductions à la lecture du codon stop (Figure 9). En revanche, lorsque Sup35p subit une 

transconformation, d’une part, elle transforme une grande partie des protéines Sup35p natives en Sup35p 

prions, et d’autre part, elle n’est plus capable de former un complexe avec Sup45p. Le complexe de 

terminaison de la traduction n’étant plus actif, il y a translecture et synthèse de protéines anormales 

(Figure 10).  

 

Figure 9 : Synthèse protéique dans une souche [psi-]. Modifiée d’après (Silar and Malagnac, 

2013). 

 

 

Figure 10 : Translecture dans une souche [PSI+]. La protéine Sup35p sous forme prion 

(Sup35p*) ne peut s’associer à Sup45p pour former le facteur de terminaison. Modifiée d’après (Silar 

and Malagnac, 2013). 
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Chez les levures [PSI+], il existe une caractéristique remarquable appelé phénomène de souche. 

Malgré le fait qu’une seule et même protéine prion, Sup35p, soit impliquée dans [PSI+], de nombreuses 

« souches » [PSI+] aux phénotypes différents ont été isolées. Ce phénomène fait écho aux maladies 

neurodégénératives humaines pour lesquelles un même polypeptide engendre des phénotypes différents 

selon les patients (tels que la localisation des lésions cérébrales, ou le temps de latence de la maladie) 

(Chien and Weissman, 2001). Cette diversité de phénotypes déterminée par l’élément PSI s’explique 

par la capacité de Sup35p à adopter différentes formes de fibres amyloïdes (Chien and Weissman, 2001; 

King and Diaz-Avalos, 2004; Tanaka et al., 2004; Diaz-Avalos et al., 2005). Ces multiples 

conformations ont un impact sur l’efficacité de translecture des codons stop et par conséquent, sur le 

répertoire protéique de la cellule ainsi que sur leur phénotype.  

Comme le présumait Wickner dès 1994, les prions sont des phénomènes très répandus et dans 

différents organismes, de nombreuses protéines ont été identifiées comme telles à ce jour (pour revue, 

(Nguyen et al., 2017)). Chez P. anserina, il existe également des processus de ce type qui seront exposés 

par la suite. 

 

 

4. Hérédité de réseaux de régulation 

a. Le « switch white-opaque » chez Candida albicans  

Candida albicans est une levure diploïde commensale du système digestif humain présente chez 

une grande partie de la population. Sous certaines conditions, elle peut se révéler pathogène de façon 

opportuniste et être à l’origine de candidoses, généralement superficielles mais également profondes 

pour les individus immunodéprimés. Son caractère pathogénique est étroitement lié à sa morphologie. 

Cette levure possède en effet la capacité de passer d’une morphologie dite « white » à une morphologie 

dite « opaque » et réciproquement (Figure 11) (Slutsky et al., 1987). Sous sa forme « white », les levures 

sont blanches et rondes, ce qui génère des colonies blanches et lisses. En revanche, les levures 

« opaque » sont grises et allongées, produisant des colonies grises et granuleuses. Au niveau de 

l’interaction entre C. albicans et son hôte, les cellules « white » sont mieux adaptées aux infections 

internes tandis que les cellules « opaque » se développent dans les infections cutanées (Kvaal et al., 

1997, 1999; Lachke et al., 2003). Par ailleurs, les levures « white », contrairement aux levures 

« opaque », sécrètent des composés chimioattracteurs/chimioattirants pour les leucocytes (Geiger et al., 

2004). Cela expliquerait le fait que C. albicans sous forme « opaque » est moins sujet à la phagocytose 

par les macrophages que les cellules sous forme « white », in vitro (Lohse and Johnson, 2008). En outre, 

la morphologie adoptée par les cellules dépend en partie des conditions environnementales telles que la 

température et le pH. Dans les conditions de laboratoire, le changement de morphologie est un 

évènement rare (estimé à un tous les 104 divisions cellulaires) (Lohse and Johnson, 2009). 
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Figure 11 : Colonies de C. albicans présentant les deux morphologies, white (w) et opaque 

(o) et observation microscopique des levures sous les deux formes. Modifiée d’après (Berman and 

Sudbery, 2002). 

 

Le « switch white-opaque » est étroitement lié au type sexuel de C. albicans. Alors que pendant 

près de 100 ans, cette levure a été considérée comme asexuelle, les données génomiques obtenues par 

séquençage ont permis d’identifier le locus MTL (mating-type-like) de 9kb impliqué dans le 

déterminisme du type sexuel et possédant deux versions (Hull and Johnson, 1999) : MTLa et MTLα. Le 

locus MTLa code pour deux régulateurs transcriptionnels a1 et a2, tandis que le locus MTLα code pour 

les régulateurs trasncriptionnels α1 et α2. A cela, viennent s’ajouter pour les deux versions du locus 

MTL, les gènes PAP, PIK et OBP codant respectivement une poly(A) polymerase, une phosphoinositol 

kinase et une oxysterol binding protein (Figure 12). Chez les cellules haploïdes α, α1 permet 

l’expression des gènes spécifiques au type sexuel α alors que α2 réprime l’expression de ceux 

spécifiques aux levures a. Au contraire, chez les cellules haploïdes a, le régulateur a1 n’a pas de fonction 

connue et les gènes spécifiques au type sexuel a sont constitutivement exprimés. De plus en l’absence 

du facteur de transcription α2, les gènes spécifiques au type sexuel α ne sont pas exprimés.  

 

Figure 12 : Organisation des locus sexuel, MTLa et MTLα, chez C. albicans. D’après 

(Berman and Sudbery, 2002). 

 

Chez C. albicans, contrairement à S. cerevisiae par exemple, toutes les cellules a et α ne sont 

pas compétentes pour la reproduction sexuée. Pour que ce processus puisse avoir lieu, il est nécessaire 
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que les levures modifient leur morphologie et passent d’une cellule « white » à une forme moins stable 

et plus rare « opaque ». Lorsqu’un diploïde a/α se forme, il prend la morphologie « white ». Par ailleurs, 

la levure a/α exprime à la fois, les protéines a1 et α2 qui s’associent pour constituer un hétérodimère. Ce 

dernier réprime la majorité des gènes du type sexuel et inhibe la transition white-opaque. Il permet 

cependant à la cellule d’entrer en méiose sous conditions favorables, notamment à température ambiante 

(Magee and Magee, 2000). L’ensemble de ces données explique la difficulté d’observer la reproduction 

sexuée chez C. albicans. En effet, la très grande majorité des souches cliniques isolées (95%) sont 

diploïdes a/α et sont donc incapables de se croiser, ni de faire la transition white-opaque (Lockhart et 

al., 2002). En outre, il est étonnant qu’une levure commensale de l’Homme ne puisse entrer en méiose 

qu’à une température bien inférieure à 37°C. Cela renforce l’hypothèse selon laquelle C. albicans se 

multiplierait principalement par divisions clonales.  

L’une des caractéristiques remarquables de ces morphologies est le maintien des phénotypes 

« white » et « opaque » au cours des générations dans des conditions de culture normales en laboratoire. 

Au cours d’une centaine de divisions cellulaires, les levures « white » engendrent toujours des levures 

« white », et les levures « opaque » produisent toujours des levures « opaque ». Pour expliquer cette 

stabilité, il a été proposé que la morphologie de C. albicans serait contrôlée par une ou plusieurs boucles 

d’auto-activation. En réalité, il s’agit d’un réseau de boucles d’auto-activation au sein de la régulation 

de la transcription dont le protagoniste central, et le premier acteur identifié, est WOR1 (Huang et al., 

2006; Srikantha et al., 2006; Zordan et al., 2006) (Figure 13). Ce dernier est requis dans la 

transition white-opaque, et il est possible de transformer une colonie entière « white » en une colonie 

« opaque » en exprimant WOR1 de façon ectopique dans ces cellules. WOR1 est un facteur de 

transcription capable de se fixer à son propre promoteur, et formant ainsi une boucle d’auto-activation. 

Cette dernière permet donc de maintenir une quantité de facteur WOR1 élevée et ainsi de stabiliser l’état 

« opaque ». Outre sa propre activation, WOR1 stimule l’expression de CZF1 (Vinces and Kumamoto, 

2007), inhibiteur de l’expression de EFG1, et de WOR2 également activateur de l’expression de WOR1 

(Figure 13C). En revanche, lorsque les levures sont diploïdes a/α, l’hétérodimère a1/α2 réprime 

l’expression de WOR1 (Figure 13A). Le facteur EFG1 est donc exprimé et vient éteindre l’expression 

de WOR2 (Sonneborn et al., 1999; Srikantha et al., 2000). Dans le cas des cellules a ou α « white », le 

circuit de régulation est majoritairement éteint et seul le facteur EFG1 permet de maintenir ce phénotype 

(Figure 13B).  

Trois autres facteurs de transcription viennent compléter ce modèle : WOR3 (Lohse et al., 2013) 

et WOR4 (Lohse and Johnson, 2016) qui agissent positivement sur WOR1, et Ahr1 qui stimule 

l’expression de EFG1 (Figure 14). Il s’avère également que, outre WOR1, les facteurs CZF1, Ahr1, 

WOR2 et WOR3 présentent une boucle d’auto-activation (Hernday et al., 2013).  
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Figure 13 : Boucles de régulation du « switch white-opaque » chez C. albicans. D’après 

(Zordan et al., 2007). 

 

 

Figure 14 : Système de régulation du « switch white-opaque » chez C. albicans. Modifiée 

d’après (Noble et al., 2017). 
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Ce modèle composé de nombreuses boucles d’auto-activation permet d’expliquer la stabilité des 

morphologies au cours des divisions cellulaires, mais également la transition aléatoire possible entre les 

deux états. Dans ce modèle, l’état par défaut où le système est majoritairement inactif est la forme 

« white ». La transition vers la forme « opaque » nécessite l’activation du système par WOR1. Par 

fluctuations aléatoires, WOR1 peut s’accumuler de manière suffisante pour déclencher cette activation. 

Ainsi une certaine quantité de WOR1 permettrait de maintenir la forme « opaque », niveau suffisant qui 

est transmis aux cellules filles durant la mitose. De façon identique, la transition vers un état 

« white » peut avoir lieu lorsque la concentration de WOR1 n’est plus assez élevée dans l’une des 

cellules filles par exemple.  

Récemment, une nouvelle morphologie de C. albicans a été isolée et a été appelée « gray ». Les 

colonies « gray » sont lisses et grises, et présentent un profil transcriptionnel différent de ceux des 

levures « white » ou « opaque »  (Tao et al., 2014). Ce phénotype ne nécessite pas la présence de WOR1. 

Il existe cependant une connexion entre le système white-opaque et celui contrôlant la morphologie 

« gray » puisque le double mutant wor1 efg1 n’est pas capable d’adopter l’état « gray ».   

 

b. Boucles d’activation dans les œufs de xénope 

L’amphibien Xenopus laevis est un modèle de laboratoire qui a été particulièrement utilisé pour 

étudier le cycle cellulaire et le développement embryonnaire. En effet, de par leur taille (diamètre variant 

de 1,1 à 1,3 mm), les oocytes peuvent être étudiés individuellement, ce qui a permis de mettre en 

évidence les voies de régulation impliquées dans leur maturation. Au cours de leur développement, les 

oocytes sont arrêtés à un état similaire à la phase G2 du cycle cellulaire. Pour lever cette pause, les 

cellules doivent être en contact avec la progestérone sécrétée par les cellules folliculaires voisines. En 

réponse à cette hormone, plusieurs voies de signalisation sont activées.  

 

L’une de ces voies, est la cascade MAPK p42. Elle se compose de la MAPKKK Mos, la 

MAPKK Mek-1 et la MAPK p42 ou Erk2. Ainsi, la progestérone provoque l’accumulation de Mos qui 

phosphoryle et active Mek-1. À son tour, cette dernière, une fois activée, phosphoryle et active p42 qui 

induit l’activation du complexe Cdc2-cycline B. Ce complexe Cdc2-cycline B est à l’origine de la 

décomposition de l’enveloppe nucléaire ou « germinal vesicle breakdown » ainsi que de la reprise de la 

méiose jusqu’en métaphase II. Un défaut dans l’accumulation de Mos (Sagata et al., 1988) ou dans 

l’activation de Mek-1 (Kosako et al., 1994) ou p42 (Gotoh et al., 1995) inhibe l’activation de Cdc2 et 

donc la maturation par la progestérone. En revanche, l’injection dans les oocytes de Mos non-dégradable 

(Yew et al., 1992) ou l’activation constitutive de Mek-1 (Gotoh et al., 1995; Huang et al., 1995) ou de 

p42 (Haccard et al., 1995) provoque une activation de Cdc2 et une maturation des cellules en l’absence 

de progestérone.  
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Le processus de maturation est un système de type « tout ou rien » : les oocytes se présentent 

seulement sous deux états, immatures (phase G2) ou matures (métaphase II), et une fois le phénomène 

de maturation déclenchée, il n’y a pas de retour possible à l’état immature. Ferrell et Machleder ont 

étudié la réponse des oocytes face à un gradient de stimulus (Ferrell and Machleder, 1998). Pour ce faire, 

ils ont soumis les cellules à une concentration croissante de progestérone et ont observé une réponse 

graduelle de la part de la population d’oocytes, similaire à la réaction d’une enzyme michaelienne. En 

effet, suite à un stimulus, une enzyme michaelienne est immédiatement activée et son activation 

s’amplifie avec l’augmentation du stimulus (Figure 15a). Cependant, en analysant individuellement les 

oocytes, les auteurs ont montré que la concentration en p42 phosphorylé était soit très élevée (>90%), 

soit quasi nulle (<10%) (Figure 15bc). Ainsi, aucune quantité intermédiaire de p42 phosphorylé n’a été 

mesurée. Ce profil d’activation est caractéristique des enzymes ultrasensibles (Figure 15d). Ces 

enzymes ne répondent pas à un faible stimulus, mais lorsque ce dernier est suffisant, leur niveau 

d’activation augmente très rapidement. Le caractère ultrasensible d’une enzyme est dû à sa coopérativité 

reflétée par le coefficient de Hill. Ce coefficient de Hill est égal à 1 pour les enzymes michaelienne, ce 

qui signifie que le substrat se fixe aux différents sites actifs de l’enzyme de façon indépendante. Un 

coefficient de Hill supérieur à 1 traduit une ultrasensibilité de l’enzyme : la fixation du ligand est 

coopérative c’est-à-dire que la liaison d’un ligand facilite la fixation du ligand sur les autres sites actifs 

de l’enzyme. Par exemple, le coefficient de Hill pour la fixation de l’oxygène sur l’hémoglobine est de 

2,8. Ici, le coefficient de Hill pour la phosphorylation de p42 est estimé à 42 in vivo. Le système MAPK 

p42 permet donc de traduire un stimulus graduel en réponse de type « tout ou rien ». Par ailleurs, les 

auteurs ont démontré que cette réponse ultrasensible était due à une boucle de rétrocontrôle positive de 

la cascade MAPK.  
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Figure 15 : L’activation des oocytes de xénopes correspond à la réaction d’une enzyme 

ultrasensible. En augmentant le stimulus (i.e. la progestérone), on observe une réaction de type 

michaelienne (a). Cela peut être dû à une augmentation graduelle de la réponse de chacune des cellules, 

ou à l’activation complète de certains œufs dans la population (b). L’analyse des œufs de façon 

individuelle a montré qu’ils se présentaient sous deux formes : inactivés ou activés (c). La MAPK p42 

est une enzyme ultrasensible (d). Modifiée d’après (Ferrell and Machleder, 1998). 

 

La deuxième voie de signalisation activée lors de la maturation des oocytes est la cascade Jun 

N-terminal Kinases (JNK) (Bagowski et al., 2001). Cette voie est constituée d’une JNK kinase qui 

phosphoryle et active une MAP kinase kinase, qui elle-même phosphoryle et active une JNK. Elle 

possède la particularité de rester constitutivement active jusqu’à l’étape de gastrulation. En outre, la voie 

JNK peut être activée dans les oocytes immatures en appliquant un stress hyperosmotique aux cellules 

telles que le sorbitol. Tout comme la cascade MAPK p42, la voie MAPK JNK présente une réaction de 

type michaelienne en réponse à des concentrations croissantes de sorbitol sur une population d’oocytes. 

Mais, individuellement, les cellules répondent de façon binaire. Cette réaction, également ultrasensible, 

présente un coefficient de Hill de 20.  

Une réaction ultrasensible peut être de deux types : monostable ou bistable. Dans un système 

ultrasensible monostable, la réponse est activée suite à un stimulus mais ce dernier doit être continu pour 

que la réponse soit maintenue. Lors de la diminution du stimulus, le système revient immédiatement à 

ba

c

d
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un état « éteint », identique à celui ayant précédé le stimulus. Au contraire, dans un système ultrasensible 

bistable, la réponse reste activée après l’arrêt du stimulus. Il existe différents degrés d’hystérésis qui 

maintiennent le système actif plus ou moins longtemps après la réduction du stimulus. Si cette hystérésis 

est suffisamment robuste, le système peut être constitutivement actif bien après la disparition du 

stimulus. Pour caractériser la voie ultrasensible JNK, Bagowski et Ferrell ont activé cette cascade dans 

des oocytes immatures via du sorbitol (Bagowski and Ferrell, 2001). Une fois la voie pleinement active, 

ils ont retiré toute trace de la solution hyperosmotique. La grande majorité des oocytes (70%) présentent 

une voie JNK active jusqu’à 16h après avoir supprimé le sorbitol. La cascade JNK est donc un système 

ultrasensible bistable. De surcroît, les auteurs ont montré par transfert de cytoplasme que l’activation de 

cette voie est autocatalytique. En effet, la voie JNK est activée dans un oocyte immature après injection 

de cytoplasme provenant d’un oocyte activé par sorbitol. Cet état d’activation peut être transmis à un 

troisième oocyte à partir du cytoplasme du deuxième, et ce, malgré un effet de dilution. Les auteurs ont 

ainsi mis en évidence la présence d’un facteur nommé JPF (JNK activation-promoting factor) produit 

lors de l’activation de la cascade JNK, et capable de favoriser sa propre activation ou production. 

 

La formation du complexe Cdc2-cycline B lors de la maturation des oocytes est également un 

système bistable caractérisé par une réponse de type « tout ou rien ». Ainsi, les étapes précoces de 

l’embryogénèse sont dirigées par une association de cascades de transduction de signaux interconnectées 

résultant en une réponse de type « tout ou rien ».  

 

Les réseaux de régulation impliquant l’activation de voies protéiques sont des phénomènes 

répandus. Ils permettent notamment par la présence de boucles d’auto-activation, de maintenir des états 

relativement stables. Ce sont généralement des mécanismes complexes qui impliquent des voies de 

régulation souvent engagées dans divers processus. Ils sont cependant peu étudiés malgré leur intérêt 

dans la compréhension des états multi-stables présentés par certains organismes. 
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III. PODOSPORA ANSERINA, UN MODELE D’ETUDE DES 

PHENOMENES EPIGENETIQUES 

Comme nous l’avons vu précédemment, P. anserina est un organisme modèle qui permet 

d’étudier facilement les systèmes génétiques et épigénétiques à l’origine notamment d’instabilités 

phénotypiques.  

 

1. Les phénomènes épigénétiques connus chez Podospora anserina 

a. La sénescence 

P. anserina, tout comme de nombreuses espèces, n’est pas un champignon immortel. Même 

dans les meilleures conditions de culture, il ne se développe pas de façon indéfinie. Après sa 

germination, ce champignon croît à une vitesse constante sur une certaine période. Puis, sa vitesse de 

croissance se réduit fortement jusqu’à un arrêt complet du développement. Dans le même temps, les 

hyphes de la phase de croissance se modifient profondément (Rizet, 1953a): ils sont grêles, plus 

pigmentés, vacuolisés à leur extrémité, plus sinueux et moins denses, et on peut fréquemment observer 

l’éclatement de leur paroi sous microscope (Marcou, 1961). Néanmoins, le caractère sénescent des 

hyphes a peu d’influence sur la capacité de reproduction du champignon. Il est donc toujours possible 

de croiser un thalle sénescent avec un thalle jeune. Il a ainsi été montré de cette manière que la 

sénescence se transmettait d’une génération à l’autre par voie sexuelle (Rizet, 1957).  Cependant, la 

ségrégation du caractère sénescent dans les asques ne suit pas les lois de Mendel : elle se fonde sur une 

hérédité maternelle (Rizet, 1957). Le déterminant de la sénescence est donc cytoplasmique et peut en 

outre, être contagieux. Les premières expériences de contamination ont été réalisées par Denise Marcou 

et ont montré qu’un hyphe sénescent était capable de transmettre son caractère à un hyphe jeune 

(Marcou, 1961). Cette infection a lieu après la formation d’anastomoses entre ces deux hyphes et 

mélange cytoplasmique sans échange de noyaux.  

Selon les souches géographiques de P. anserina étudiées, on observe un temps variable avant 

l’apparition des premiers symptômes de la sénescence. Cette période constitue la longévité du 

champignon. Par ailleurs, en étudiant plusieurs cultures issues d’un même thalle (appelées lignées 

parallèles), on peut remarquer d’importantes différences de longévité mesurée : c’est la dispersion 

(phénomène cependant limité). Ces deux caractéristiques dépendent du génotype et du milieu de culture 

(Rizet, 1953b). La longévité est un caractère qui se maintient de manière fidèle lors de la reproduction 

sexuée. Ainsi, pour une souche donnée, la longévité moyenne des individus de deux générations 

différentes ne diffère pas statistiquement. Il en est de même pour la dispersion. Ces deux éléments que 

sont la longévité et la dispersion peuvent être quantifiés à partir des courbes de longévité (Figure 16). 

En effet, en reportant le logarithme du pourcentage de cultures survivantes en fonction de la distance 
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parcourue par le mycélium, les courbes obtenues manifestent toujours la même forme générale : un 

palier parallèle à l’axe des abscisses suivi d’une droite. Le palier reflète le fait qu’aucune culture ne 

présente de caractère sénescent en début de croissance et sa longueur définit la plus courte longévité 

individuelle mesurée. Quant à la droite, elle permet d’obtenir la dispersion par la mesure de sa pente. Il 

existe une forte corrélation entre la longévité et la dispersion. En effet, les souches de P. anserina 

présentant une courte longévité ont toutes une dispersion très faible. En revanche, pour les souches dont 

la sénescence apparaît après plusieurs mois de culture, la longévité des lignées parallèles est 

extrêmement variable. Dans ce cas, la dispersion est donc très forte et se traduit sur la courbe de 

longévité par une droite de faible pente (cas de la souche E sur la Figure 16).  

 

 

Figure 16 : Courbes de longévité de souches des « races géographiques » A, B, N et E de 

longévité moyenne croissante. D’après (Marcou, 1961). 

 

La forme particulière des courbes de longévité ont permis de préciser la nature du déterminant 

de la sénescence. En effet, il a été montré que le déterminant de la sénescence survenait de façon 

aléatoire mais que ses symptômes n’apparaissaient qu’après un temps d’incubation (Marcou, 1961). 

Ainsi, le plateau observé sur les courbes de longévité correspond à deux phases : une période de 

croissance du mycélium en absence de déterminant, suivie d’une période d’incubation après apparition 

du déterminant. Lorsque ce dernier atteint un certain seuil, la sénescence devient alors visible. Ainsi les 

phases morphologiques et les phases physiologiques ne sont pas concordantes (Figure 17). 
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Figure 17 : Schéma représentant les phases successives de l’évolution du mycélium en 

croissance continue. A : phases morphologiques (mycélium normal et mycélium sénescent) ; B : phases 

physiologiques (période correspondant à l’absence du déterminant et période correspondant à 

l’évolution de ce déterminant). D’après (Marcou, 1961).  

 

Les premières études ont donc montré que le déterminant de la sénescence était de nature 

cytoplasmique et infectieux, et qu’il apparaissait nécessairement de façon aléatoire. Les études qui s’en 

sont suivies se sont concentrées sur l’intégrité de la mitochondrie lors du développement de P. anserina 

notamment après que Cummings et ses collaborateurs, ainsi que Stahl et ses collaborateurs, ont mis en 

évidence la présence de petites molécules d’ADN circulaires (« plasmid-like DNA » puis nommées 

senDNA) dans le cytoplasme de mycélium sénescent uniquement (Cummings et al., 1978; Stahl et al., 

1978) . Ces molécules se sont révélées avoir comme origine l’ADN mitochondrial (Jamet-Vierny et al., 

1980; Stahl et al., 1980). Plusieurs types de senDNA ont été retrouvés dans différentes cultures 

indépendantes de mycélium sénescent. Ils sont nommés α, β, γ, etc, et représentent chacun des séquences 

répétées de différentes régions du chromosome mitochondrial. Une corrélation entre présence de ces 

senDNA et développement de la sénescence a été établie (Sainsard-Chanet et al., 1993). Néanmoins, 

seul le senDNA α est présent dans toutes les souches sauvages sénescentes. Il correspond au premier 

intron (intron α) du gène COX1 codant pour la sous-unité I du cytochrome c oxydase. Cet intron α est 

un transposon de classe II capable de se transposer dans le génome mitochondrial. Afin de déterminer 

si le senDNA α est le déterminant de la sénescence, un mutant appelé mid26 dépourvu de cet intron et 

dont le site d’intégration est modifié, empêchant ainsi l’invasion de l’élément transposable, a été analysé 

(Begel et al., 1999). Ces différentes mutations n’affectent pas l’activité du cytochrome c oxydase et 

mid26 présente une croissance et une fertilité identiques à celles de la souche sauvage. Cette souche 

mid26 malgré l’absence de senDNA α développe tout de même les syndromes caractéristiques d’un 
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mycélium sénescent avec notamment l’amplification de senDNA β et γ. Cependant, elle présente une 

longévité deux fois plus longue que la souche sauvage (Begel et al., 1999). Le réarrangement du génome 

mitochondrial observé dans le mycélium en sénescence ne semble donc pas être le déterminant de ce 

phénomène dégénératif. De plus, il a été montré que la transmission des senDNA à des cultures jeunes 

n’était pas corrélée à une co-transmission du déterminant de la sénescence (Jamet-Vierny et al., 1999). 

Et enfin, le déterminant de la sénescence ne ségrége pas de la même manière qu’une mutation 

mitochondriale (Jamet-Vierny et al., 1999). Par conséquent, la production de senDNA semble plutôt être 

une conséquence mais non la cause de la sénescence. La nature du déterminant de la sénescence reste 

donc encore à déterminer.  

 

b. Le phénomène d’incompatibilité végétative 

Outre la sénescence, un phénomène épigénétique associé à l’incompatibilité du système Het-S/s 

a été rapidement décrit chez P. anserina (Rizet and Esser, 1953). Cette réaction a été observée lors de 

la confrontation entre les souches S et s (respectivement de phénotypes [Het-S] et [Het-s]). Ce processus 

inhibe le contact entre les deux partenaires en provoquant la mort des cellules hétérocaryotiques. Le 

locus responsable de ce phénomène est nommé het et het-S et het-s en sont deux de ses allèles. Il code 

pour une protéine de 289 acides aminés qui n’est pas essentielle à la viabilité ni au cycle de vie du 

champignon (Turcq et al., 1991).  

Il a été remarqué que les souches de génotypes het-s peuvent présenter deux phénotypes : [Het-

s] et [Het-s*]. Ce dernier est un phénotype stable et neutre, c’est-à-dire qu’il se maintient lors des 

repiquages et ne présente pas d’incompatibilité végétative vis-à-vis de mycélium [Het-S]. Cependant, il 

existe une transition spontanée qui modifie [Het-s*] en [Het-s] à une fréquence de 10-7 par noyau 

environ. En outre, cette transition se produit invariablement lorsqu’il y a mélange de cytoplasmes [Het-

s*] et [Het-s], via notamment leurs anastomoses. Le phénotype [Het-s] est dominant sur [Het-s*] et se 

propage sans échange de noyaux (Beisson-Schecroun, 1962). De façon intéressante, les croisements 

entre des souches [Het-s] et [Het-s*] engendre uniquement une descendance [Het-s] lorsque la souche 

[Het-s] joue le rôle de femelle, et majoritairement une descendance [Het-s*] quand la souche [Het-s*] 

joue le partenaire femelle (Beisson-Schecroun, 1962). L’hypothèse selon laquelle la transmission de 

l’allèle het se ferait par la mitochondrie a été écartée puisque het-s et une mutation mitochondriale ne 

ségrége pas de la même manière dans les spores hétérocaryotiques (Belcour and Begel, 1977). Par la 

suite, les études se sont donc concentrées sur les caractéristiques des protéines codées par les allèles du 

locus het.  

L’absence de réaction d’incompatibilité observée dans les souches [Het-s*] ne résulte pas d’un 

défaut d’expression de l’allèle het-s. En effet, le niveau d’expression ainsi que la quantité et la taille des 

ARNm et protéines (nommées pHet-s et pHet-s*) produits ne présentent pas de différences significatives 

entre les souches [Het-s] et [Het-s*] (Coustou et al., 1997). Néanmoins, les deux polypeptides 
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synthétisés ne possèdent pas exactement la même masse moléculaire (une différence de 500 à 1000 Da 

est observée en SDS/PAGE). Ainsi il est supposé que la transition [Het-s*] vers [Het-s] serait due à la 

modification de pHet-s* en pHet-s (Figure 18). Et effectivement, il a été montré in vitro et in vivo, que 

la pHet-s s’agrégeait en fibres amyloïdes (Coustou-Linares et al., 2001; Dos Reis et al., 2002) et que 

celles-ci avaient la propriété d’infecter la souche [Het-s*] (Maddelein et al., 2002). Par ailleurs, la 

protéine pHet-s est plus résistance à la protéinase K. L’ensemble de ces données montre que pHet-s 

possède toutes les caractéristiques des protéines de type prions.  

 

Figure 18 : Relation entre les protéines 

issues des allèles het-s et het-S. D’après (Coustou et 

al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le système Het-S/s, et notamment la structure moléculaire de pHets et pHets*, a fait l’objet 

d’études complémentaires qui ont permis de confirmer ce modèle (Daskalov et al., 2014, 2015; Gendoo 

and Harrison, 2011; Mathur et al., 2012; Mizuno et al., 2011; Wan and Stubbs, 2014; Wan et al., 2012). 

Il reste l’un des prions le mieux connu et décrit à ce jour.  

 

c. La dégénérescence Wavy 

Lors de l’étude la dégénérescence Crippled Growth (voir plus bas), il a été isolé un mutant 

particulier nommé IDC452 (Lalucque and Silar, 2004). Ce dernier présente un phénotype multi-stable 

appelé Wavy. En effet, dans des conditions similaires, la souche IDC452 peut présenter un mycélium 

normal ou un mycélium altéré par différents types de secteurs (Figure 19). Ces secteurs, qui se 

caractérisent tous par une altération de la pigmentation, l’absence d’hyphes aérien et une stérilité, 

peuvent se classer en trois catégories : « vert plat » forme la moins altérée, « zoné » et « chou-fleur » 

forme la plus altérée (respectivement C, D et E sur la Figure 19). Par ailleurs, l’apparition et le type de 

secteur dépend de la température. A 27°C, la souche IDC452 développe un phénotype Wavy à une 

fréquence de 5%, alors que cette fréquence augmente jusqu’à 20% à 18°C. Et le repiquage d’un secteur 
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[vert plat] incubé à cette même température induit généralement le développement d’un secteur [chou-

fleur]. Au contraire, un secteur [chou-fleur] incubé à 27°C donne fréquemment un secteur [vert plat]. 

De plus, cette souche IDC452 souffre d’une thermosensibilité à 37°C et d’un défaut de croissance sur 

milieu de germination.  

 

Figure 19 : Souche IDC452 sous forme normale (A) et présentant un secteur altéré (B). Ce 

secteur altéré, une fois repiqué, présente divers phénotypes (C à H).  D’après (Lalucque and Silar, 

2004). 

 

Il a été montré que la souche IDC452 était mutée dans le gène PaTrk1 codant pour le transporteur 

de potassium PaTrk1 (Lalucque and Silar, 2004). Chez les champignons, les transporteurs de type Trk 

permettent l’import de potassium dans la cellule via le potentiel de membrane formé par l’ATPase Pma1 

(Gaber et al., 1988). Par ailleurs, la délétion de ce gène engendre un phénotype identique à celui du 

mutant IDC452. Un autre gène codant pour ce même type de transporteur a été identifié chez P. anserina 

et nommé PaTrk2. La délétion de ce gène est également à l’origine du développement de Wavy, mais 

avec une plus faible pénétrance. Par la suite, les travaux de Pierre Grognet ont déterminé la présence 

dans le génome de P. anserina du gène PaHak1 pour l’import du potassium (outre les gènes PaTrk1 et 

PaTrk2) (Grognet, 2013). Pour l’export du potassium, cinq gènes sont impliqués : deux gènes PaTok et 

trois gènes codant des sous unités régulatrices nommées PaVgb. Enfin, deux autres gènes, PaAcu et 

PaPat, codent pour des ATPases capables de transporter dans la cellule du potassium et du sodium.  

L’apparition du phénomène Wavy est particulièrement dépendant des conditions de culture et 

notamment de la composition du milieu gélosé utilisé. Ainsi, le développement de cet état multi-stable 

a été perdu lors de modifications dans l’environnement du laboratoire. C’est pourquoi la relation entre 

un défaut dans le transport de potassium et la formation d’états multi-stables reste encore inexpliquée.  
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2. Mon projet de thèse : la dégénérescence Crippled Growth 

a. Découverte et caractérisation  

En 1999, il a été découvert que la souche AS6-5 de P. anserina pouvait se présenter sous deux 

formes malgré des conditions de culture identiques (Silar et al., 1999). Dans près de 10% des cas et dans 

des conditions de croissance standard (c’est-à-dire à 27°C et sur milieu classique de longévité M2), cette 

souche présente des secteurs. Ces derniers se caractérisent par une croissance retardée, une pigmentation 

plus intense et une stérilité femelle (Figure 20). Cette altération est appelée Crippled Growth (CG) et 

se maintient au cours des repiquages, révélant une transmission de ce phénotype lors de la mitose. De 

manière remarquable, ce phénotype est réversible : les cultures sous forme CG peuvent à nouveau 

présenter un phénotype normal (Normal Growth ou NG) après exposition à un stress. Ainsi il est possible 

d’obtenir des cultures normales à partir de thalles CG en incubant P. anserina à haute température 

(37°C), en le cultivant sur M2 complémenté de saccharose, de paromomycine, de kasugamycine ou sur 

milieu de germination, après conservation pendant au moins trois mois à 4°C, en l’exposant à une 

irradiation aux UV (100 J.m-2) ou encore en fragmentant le mycélium. Cependant, cette réversion est 

partielle et temporaire. Après culture sur milieu de germination d’une souche AS6-5, des implants sont 

prélevés à différents stades du thalle (en phase de croissance ou en phase stationnaire) et déposés sur 

M2 (Figure 21). On observe alors que le mycélium régénéré à partir de l’implant prélevé en phase de 

croissance est normal, tandis que celui prélevé en phase stationnaire engendre un mycélium mosaïque 

avec des secteurs NG et CG. La réversion est donc dans ce cas temporaire et c’est le passage en phase 

stationnaire qui provoque l’apparition de CG. Le processus d’apparition est également réalisable à partir 

de la souche sauvage et une culture sous forme NG peut évoluer en CG sur milieu M2 complémenté 

avec de l’extrait de levures (M2+YE) ou de l’apocynine (Haedens et al., 2005). De cette manière, il a 

été mis en évidence que la souche sauvage S de référence de P. anserina est donc également bistable 

(c’est-à-dire qu’elle présente les deux morphologies, NG et CG) sur M2+YE ou M2+apocynine.  

 

 

Figure 20 : Un mutant présentant un secteur CG sur milieu standard M2. 

CG

NG
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Figure 21 : CG est provoqué par le passage en phase stationnaire. La souche AS6-5 NG a 

été mise en culture sur M2 pendant 6 jours. Des implants ont été prélevés au front de croissance, à 1,5cm 

du front (correspondant à 2 jours en phase stationnaire) et à 4 cm du front (correspondant à 6 jours en 

phase stationnaire), et ont été repiqués sur M2. D’après (Silar et al., 1999). 

 

b. Crippled Growth et fidélité de traduction 

La souche AS6-5 possède une mutation dans le gène codant pour une protéine ribosomale. Cette 

mutation engendre une augmentation de la fidélité de traduction par inhibition de la lecture du codon 

stop UGA (Coppin-Raynal et al., 1988). Afin de déterminer si la fidélité de la traduction était impliquée 

dans l’apparition de CG, diverses souches disponibles de P. anserina possédant des allèles anti-

suppresseurs (augmentant la fidélité de traduction) ou des allèles suppresseurs (diminuant la fidélité de 

traduction) ont été analysées en repiquant sur M2 de larges implants à partir d’un thalle cultivé à 27°C 

sur M2 (Silar et al., 1999). Ainsi, les souches portant l’un des 26 allèles anti-suppresseurs connus 

(répartis sur 7 gènes différents : AS2, AS3, AS4, AS6, AS7, AS9 et su12) présentent des secteurs altérés 

similaires à CG. Au contraire, les souches portant l’un des 15 allèles suppresseurs (situés sur 9 gènes 

différents : su1, su2, su3, su4, su7, su8, su11, su12 et su15) ne développent jamais CG. Les allèles 

anti-suppresseurs promeuvent donc le développement de CG. En outre, les doubles mutants pourvus de 

deux allèles anti-suppresseurs produisent un fort CG, plus stable que celui développé par la souche AS6-

5 ou par les simples mutants. De plus, l’association d’un allèle suppresseur omnipotent à un allèle anti-

suppresseur dans les souches su12-1C1 AS6-5 et su12-1C1 AS3-1, permet de réduire la fidélité de 

traduction au point que ces doubles mutants ne développent jamais CG après leur passage en phase 

stationnaire. Les souches su1-1 AS6-5 et su1-1 AS4-44 quant à elles, présentent un phénotype CG moins 
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prononcé que dans les simples mutants AS6-5 et AS4-44.  Par conséquent, le développement de CG est 

favorisé par une augmentation de la fidélité de traduction.  

 

c. Crippled Growth est causé par un élément C 

L’apparition de CG sous forme de secteurs et la réversibilité du phénomène suggèrent qu’aucune 

modification du génome n’est à l’origine de la dégénérescence. En particulier, aucun changement au 

niveau de l’ADN mitochondrial n’a été détecté (Silar et al., 1999). Il a également été vu précédemment 

que le passage en phase stationnaire provoquait l’apparition de CG. Le « test en barre » permet de mettre 

en évidence plus clairement ce processus. A partir d’une souche S cultivée pendant 5 jours, un rayon du 

thalle est découpé et déposé sur milieu M2+YE. A la reprise de croissance, deux morphologies du 

mycélium sont facilement identifiables. Le phénotype CG est observé au niveau du mycélium issu de 

cellules en phase stationnaire, tandis qu’un phénotype NG se développe au niveau du mycélium issu de 

cellules en phase de croissance (Figure 22). Par conséquent, le déterminant de CG, appelé élément C, 

est produit durant la phase stationnaire dans une culture S ou AS6-5 NG. 

 

Figure 22 : Test en barre de la souche S permettant de mettre en évidence l’induction de 

CG par la phase stationnaire sur M2+YE. 

 

Pour caractériser la nature de l’élément C, des expériences d’infection ont été réalisées. Pour 

cela, des implants d’une souche donneuse CG sont disposés à 1 mm du front de croissance d’une souche 

receveuse NG s’étant développée pendant 3 jours. Après quelques jours d’incubation, des anastomoses 

se sont formées entre souches donneuses et receveuses, et des secteurs CG apparaissent (Figure 23). 
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Les types sexuels des souches étant différentes, il est aisé de déterminer l’origine des noyaux. Ainsi, 

l’analyse du type sexuel du mycélium CG révèle uniquement la présence de noyaux de la souche 

receveuse. Cette dernière est donc devenue CG après échange de cytoplasme avec la souche donneuse 

CG. En conséquence, l’élément C est cytoplasmique et infectieux.  

 

Figure 23 : Test d’infection à partir d’une souche AS6-5 CG donneuse sur une souche AS6-

5 NG receveuse. Modifiée d’après (Kicka and Silar, 2004).  

 

Ces expériences de contamination ont permis de confirmer la présence de l’élément C dans 

l’ensemble du thalle des souches CG mais également dans la phase stationnaire des souches S et AS6-5 

NG (Tableau 1). 

 

Tableau 1 : Transmission de CG de divers donneurs à la souche receveuse AS6-5 NG. 

D’après (Silar et al., 1999). 

 

Enfin, la transmission de l’élément C à travers la méiose a été testée. Pour cela, la descendance 

issue des croisements entre souches portant chacune un allèle anti-suppresseur a été analysée. Du fait 

Souche	
receveuse	
AS6-5 NG

Souche	
donneuse
AS6-5 CG

Souche	
receveuse	
AS6-5 CG
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que le milieu de germination G est également un milieu permettant de curer l’élément C, une attention 

particulière a été donnée pour transférer au plus tôt les spores germées sur M2. Toutes les ascospores 

ainsi obtenues (et portant donc au moins un allèle anti-suppresseur) se développent normalement et ne 

présentent CG qu’après passage en phase stationnaire. Par conséquent, l’élément C n’est pas transmis 

lors de la méiose, et ce malgré le fait que les cellules parentales impliquées dans le développement sexuel 

produisent l’élément C.  

 

d. Les mutants Crippled Growth 

Pour identifier des acteurs régulant CG, des expériences de génétique classique ont été menées 

(Haedens et al., 2005). Elles ont permis d’isoler deux types de mutants : les mutants IDC (impaired in 

the development of CG) et les mutants PDC (promote the development of CG) (Tableau 2). Les 

premiers résultent d’une mutagénèse aléatoire par rayons UV sur des protoplastes issus des souches 

AS6-5 ou AS4-44. Après l’évènement de mutagénèse, les clones survivants sont repiqués sur M2 et 

incubés pendant 10 jours pour permettre la mise en place de la phase stationnaire. Puis, les clones sont 

repiqués sur M2 complémenté avec de l’acétate d’ammonium. Les mutants incapables de développer 

CG sur ce milieu sont nommés IDC. De la même manière, pour obtenir des mutants PDC, des 

protoplastes issus de la souche mid26 (souche comportant une mutation dans son génome mitochondrial 

lui permettant d’avoir une longévité deux fois plus longue que la souche sauvage) sont soumis aux UV. 

Les clones survivants sont repiqués sur M2 et incubés pendant 4 jours, avant un nouveau repiquage sur 

M2. Plusieurs mutants présentent alors CG à divers degrés sur M2 et sont nommés PDC. 

Ainsi, les mutants IDC sont incapables de présenter un phénotype CG quel que soit le milieu 

utilisé, tandis que les mutants PDC sont bistables sur M2. Les mutants IDC isolés ont été divisés en trois 

catégories : la première comprend des mutants de la fidélité de traduction, tandis que la seconde 

regroupe divers mutants qui, même s’ils ne présentent pas CG, produisent toujours l’élément C. Le 

troisième quant à lui regroupe les mutants présentant un phénotype distinctif. En effet, ces derniers sont 

tous roses (absence de pigmentation), dépourvus d’hyphes aériens, et incapables de se reproduire 

sexuellement. Ces souches IDC ont été particulièrement étudiées et ont permis d’identifier de nombreux 

acteurs régulant positivement CG. 
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 M2 
M2+YE 

M2+apocynine 

S NG NG / CG 

IDC NG NG 

PDC / AS6-5 / AS4-44 NG / CG NG / CG 

 

Tableau 2 : Stabilité des souches de P. anserina sur milieu standard M2 et sur différents 

milieux. 

 

e. Les acteurs de la voie CG 

• La voie MAPK PaMpk1 

Suite aux expériences de mutagénèse aléatoire, trois mutants ont été identifiés : IDC118, IDC172 

et IDC507 (Kicka and Silar, 2004). Les souches IDC118 et IDC172 ont été obtenues à partir d’AS6-5 alors 

qu'IDC507 a été isolé à partir de la souche AS4-44. De ce fait, les premières souches construites sont les 

doubles mutants AS6-5 IDC118, AS6-5 IDC172 et AS4-44 IDC507. Ces mutants sont donc incapables de 

développer CG et présentent un phénotype rose, plat et stérile. Ce défaut de reproduction est dû à 

l’absence de différenciation des organes reproducteurs femelles (périthèces) matures, malgré la 

formation d’ascogones. Les gamètes mâles sont en revanche identiques à ceux de la souche sauvage. 

L’ensemble de ces caractéristiques phénotypiques permettent notamment de mener des analyses 

génétiques. Ainsi en croisant ces mutants avec la souche sauvage S, les simples mutants IDC118, IDC172 

et IDC507 ont été isolés et présentent un phénotype identique à celui des doubles mutants. De plus, il a 

été montré que le phénotype de chaque mutant était causé par une unique mutation, et que ces trois 

souches possèdent une mutation au sein du même gène.   

L’absence de phénotype CG dans ces souches peut avoir plusieurs origines : la diminution du 

niveau de fidélité de traduction, l’incapacité à produire l’élément C, ou la production d’un inhibiteur de 

l’élément C. La première hypothèse a été écartée, les simples mutants ayant un niveau de fidélité de la 

traduction similaire à celui de la souche sauvage. De ce fait, la production de l’élément C durant la phase 

stationnaire a été analysée par des expériences d’infection. Ces dernières révèlent que lorsque AS6-5 

IDC118, AS6-5 IDC172 et AS4-44 IDC507 sont utilisées comme souches donneuses, aucun secteur CG 

n’apparaît chez les souches receveuses. Ces mutants ne produisent donc pas l’élément C. Par ailleurs, 

lorsque ces doubles mutants jouent le rôle de souches receveuses, aucun secteur CG n’est observé. Par 

conséquent, ces mutants ne sont pas capables de propager l’élément C. En résumé, le gène muté dans 

les souches est nécessaire pour la production et la diffusion du déterminant de CG.  
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Le gène muté dans ces trois souches, IDC118, IDC172 et IDC507, a été identifié via l’utilisation 

d’une banque génomique. Il s’agit du gène codant pour une MAP kinase kinase kinase (MAPKKK) 

appelée PaASK1. Cette kinase fait partie de la famille MEK et se révèle orthologue de Bck1 chez S. 

cerevisiae. La protéine Bck1 appartient à la voie contenant la protéine kinase kinase Mkk1-Mkk2 et la 

protéine kinase Slt2 (Levin, 2011) et apparaît responsable de l’intégrité de la paroi cellulaire. 

L’identification de PaASK1 est confirmée par la surexpression de ce gène dans la souche S qui engendre 

un mutant développant CG dans des conditions de culture standards. Au vu de ces premiers résultats, il 

est raisonnable de penser que l’ensemble de cette voie MAPK est impliqué dans la régulation de CG. 

Des études se sont donc portées sur la MAP kinase kinase (MAPKK) PaMKK1 et la MAP kinase 

(MAPK) PaMpk1 situées en aval de PaASK1 dans la cascade de phosphorylation (Kicka et al., 2006). 

Ainsi, les mutants IDC404, possédant une mutation non-sens dans le gène PaMKK1, et ΔPaMpk1 

présentent un phénotype identique aux mutants PaASK1 : ils sont roses, dépourvus d’hyphes aériens, 

inaptes à accomplir un cycle de reproduction sexuée et incapables de produire ni de diffuser l’élément 

C. Et de manière identique, la surexpression de PaMpk1 dans la souche sauvage induit le développement 

d’un phénotype CG.  

Il a été précédemment montré que l’élément C était présent dans la phase stationnaire de la 

souche S et absent des hyphes en croissance. Par conséquent, on peut supposer que la voie MAPK 

PaMpk1 peut se présenter sous deux formes, active ou inactive, selon l’âge et le niveau de différenciation 

de la cellule. Couramment, l’activation des kinases s’effectue par phosphorylation. L’état de 

phosphorylation de PaMpk1 a donc été analysé dans les deux conditions, NG et CG. De façon 

surprenante, PaMpk1 semble phosphorylée de la même manière dans les deux cas. Ainsi, l’activation 

de cette cascade ne s’effectue pas par la phosphorylation. En revanche, en étudiant in vivo PaMpk1 

associée à la GFP, une corrélation a été mise en évidence entre la localisation de la protéine chimère et 

l’apparition de CG. Dans la souche sauvage et les mutants sous forme NG, il semblerait que PaMpk1 

soit principalement présente dans le cytoplasme des hyphes en croissance, ainsi que dans le noyau (~ 

20% des noyaux) des cellules de la phase stationnaire (Kicka et al., 2006). Cette localisation nucléaire 

n’est pas visible chez les mutants IDC118 et IDC404. Au contraire, la souche AS6-5 sous forme CG 

présente PaMpk1 dans 80% de ses noyaux (que ce soit en phase stationnaire ou en phase de croissance). 

La localisation nucléaire de PaMpk1 pourrait donc être le marqueur de l’activation de la voie MAPK 

PaMpk1.  

Cette première analyse des mutants IDC place donc la cascade MAPK PaMpk1 au cœur du 

modèle expliquant l’apparition de CG, les trois kinases étant nécessaires dans la production et la 

diffusion de l’élément C. Par ailleurs, la localisation nucléaire de PaMpk1 indiquerait une activation de 

la voie. Cette activation a lieu durant l’entrée en phase stationnaire de la souche sauvage et conduit à 

une différenciation des cellules qui inclue la production d’hyphes aériens, la pigmentation du mycélium 

et la capacité à effectuer le cycle de reproduction sexuée. Pour maintenir l’état stationnaire, on peut 

supposer que la voie PaMpk1 se comporte comme la voie MAPK JNK activée dans les oocytes de 
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xénope. De ce fait, il y aurait autoactivation de la cascade, et son autoactivation inappropriée serait ainsi 

à l’origine de l’altération CG.  

• La voie MAPK PaMpk2 

Par l’analyse du génome de P. anserina, une autre voie MAPK composée de la MAPKKK 

PaTLK2, la MAPKK PaMPKK2 et la MAPK PaMpk2, a été identifiée (Lalucque et al., 2012). Cette 

voie est homologue à la voie composée de Ste11, Ste7 et Fus3, contrôlant la reconnaissance des gamètes 

chez S. cerevisiae. Pour déterminer le rôle de ces kinases dans le développement de CG, chaque protéine 

a été inactivée par délétion. Les souches ΔPaTLK2, ΔPaMPKK2 et ΔPaMpk2 obtenues présentent toutes 

le même phénotype et sont affectées dans de nombreux processus de développement. Leur mycélium 

est caractéristique des mutants IDC : dépigmenté, dépourvu d’hyphes aériens et incapable de produire 

des anastomoses. Il présente également un défaut dans la formation des structures « appressorium-like » 

permettant à P. anserina de pénétrer la biomasse. De plus, il ne développe pas de protopérithèces et est 

donc incapable d’effectuer le cycle de reproduction sexuée. En outre, le taux de germination des 

ascospores est quasi nul du fait de l’absence de « peg » de germination (i.e. la structure de germination 

initiale d’où émergent les hyphes). Du fait de ces nombreux mécanismes impactés chez ces mutants, la 

voie PaMpk2 est considérée comme étant la principale voie de développement chez P. anserina. En ce 

qui concerne la régulation de CG, les trois mutants ne présentent jamais de dégénérescence de ce type, 

y compris sur M2+YE et sont donc considérés comme des souches IDC. Cependant, en raison de 

l’absence de formation d’anastomoses, il n’a pas été testé si ce phénotype était dû à l’incapacité à 

produire l’élément C et/ou à le propager.   

Pour déterminer le rôle de la voie PaMpk2 dans le contrôle de CG, une souche activant 

constitutivement PaMKK2, appelée PaMKK2C, a été construite et analysée. Contrairement à ce qui était 

attendu, ce mutant ne présente pas CG de façon constitutive mais se comporte comme la souche sauvage 

pour ce critère. Par ailleurs, le double mutant ΔPaMpk1 PaMKK2C a permis de montrer d’une part que 

la voie PaMpk1 est épistatique par rapport à la voie PaMpk2. Et d’autre part, cela a mis en évidence 

qu’une expression régulée de PaMKK2 est nécessaire au bon fonctionnement de PaMpk1.  

En résumé, la voie PaMpk2 est la voie principale de développement de P. anserina mais n’est 

pas un acteur majeur dans la régulation de CG. Néanmoins, elle agit en amont de la voie PaMpk1 et 

permet une correcte régulation de celle-ci.  

 

Une troisième voie MAPK constituée de PaHOK3 (MAPKKK), PaMKK3 (MAPKK), et 

PaMpk3 (MAPK) a été identifiée chez P. anserina. Cette cascade correspond à la voie SSK2/22–Pbs2–

Hog1 chez S. cerevisiae. Cependant, cette troisième voie n’a aucune action sur le développement de P. 

anserina dans les conditions de cultures en laboratoire et ne semble agir qu’au niveau de l’osmotolérance 

et de la résistance aux antifongiques. 
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• Le complexe PaNox1 NADPH oxydase 

Parmi les différents mutants IDC issus du crible initial, le mutant IDC343 a été isolé. Tout comme 

les mutants de la voie PaMpk1, il présente un défaut de pigmentation et de production d’hyphes aériens, 

ainsi qu’une stérilité femelle (Malagnac et al., 2004). Par la méthode de « sib-selection », la souche 

IDC343 a été complémenté avec un fragment d’ADN contenant un gène codant une protéine homologue 

à la grosse sous-unité catalytique des NADPH oxydases (Nox) des plantes et des animaux. Par sa grande 

similarité avec la protéine humaine Nox1, ce gène est appelé PaNox1. Le séquençage de ce gène dans 

IDC343 a confirmé cette identification : dans IDC343, le gène PaNox1 possède une délétion d’un 

nucléotide, ce qui induit la synthèse d’une protéine extrêmement tronquée (7 acides aminés). Les Nox 

forment un complexe enzymatique inséré au sein de la membrane. Ce complexe mutiprotéique permet 

la catalyse de la réaction d’oxydation du NADPH via le dioxygène. Les produits issus de cette réaction 

sont donc du NADP+, du H+ et de l’O2
-. Ces deux dernières molécules réagissent alors pour former du 

peroxyde d’hydrogène H2O2. Les Nox sont donc productrices d’espèces réactives de l’oxygène (ROS, 

Reactive Oxygen Species). Chez les champignons, la régulation et la fonction des Nox ont été bien 

conservées. Elles sont notamment nécessaires dans la différenciation et la fusion cellulaires (Roca et al., 

2012; Kayano et al., 2013; Tong et al., 2014; Dirschnabel et al., 2014), la production de fructification 

lors de la reproduction sexuée (Lara-Ortíz et al., 2003; Malagnac et al., 2004; Cano-Domínguez et al., 

2008; Giesbert et al., 2008; Dirschnabel et al., 2014), la germination des ascospores (Cano-Domínguez 

et al., 2008; Lambou et al., 2008; Malagnac et al., 2008), le système de défense (Silar, 2005; Montero-

Barrientos et al., 2011; Hernández-Oñate et al., 2012), la pénétration (développement des appressoriums 

pour les phytopathogènes, et des appressoriums-like pour les saprophytes) (Egan et al., 2007; Segmüller 

et al., 2008; Brun et al., 2009) et la dégradation de la biomasse (Brun et al., 2009), le contrôle de la 

croissance hyphale chez les champignons symbiotiques (Tanaka et al., 2006), et le remodelage du 

cytosquelette pendant la croissance polarisée (Dagdas et al., 2012; Ryder et al., 2013). Ces ROS 

pourraient donc constituer des messagers secondaires de courte durée de vie permettant d’activer 

différentes voies de signalisation de développement cellulaire, ou en réponse à un stress. Dans le cadre 

de la dégénérescence CG, il semblerait également que la production de ROS permettrait le 

développement complet de CG. En effet, la mutation non-sens IDC343 associée à la mutation AS6-5 

engendre un double mutant présentant quelque fois aléatoirement des secteurs légèrement plus 

pigmentés (Malagnac et al., 2004). Ces derniers sont instables et redeviennent normaux après repiquage. 

Cependant, ces secteurs peuvent être maintenus par ajout de menadione (quinone à l’origine de la 

production de superoxydes par auto-oxydation) dans le milieu. Ainsi, en l’absence de PaNox1, un CG 

faible se développe, révélant que la voie PaMpk1, situé en aval, peut toujours être activée. De plus, il a 

été observé que PaNox1 était essentielle à la localisation nucléaire de PaMpk1, mais n’avait aucun 

impact sur sa phosphorylation (Kicka et al., 2006). Cependant, des études récentes n’ont pas permis de 

confirmer le rôle de la localisation nucléaire de PaMpk1 (Timpano et al., 2016).  
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Le deuxième acteur du complexe PaNox1 a été identifié à partir du mutant IDC524 (Brun et al., 

2009). Cette souche, au phénotype identique à celui de IDC343 (muté dans PaNox1), présente une 

mutation dans un gène homologue au facteur humain p67phox, « activateur » du complexe NADPH 

oxydase. Cette activation se fait notamment lors de l’interaction entre p67phox et une protéine G appelé 

Rac. Or dans la souche IDC524, le gène muté, nommé PaNoxR, a subi la substitution d’une leucine par 

une proline dans un domaine « Rac binding » supposé. Cette leucine étant conservée chez les 

Pezizomycotina, on peut aisément supposer qu’un changement de ce résidu provoque une importante 

modification dans la structure de ce motif, important pour la fonction de la protéine. 

Enfin, le mutant IDC509, dont le phénotype est identique à celui de IDC343 (muté dans PaNox1), 

a permis de caractériser le dernier membre du complexe PaNox1. Il s’agit de PaNoxD, l’homologue de 

la protéine transmembranaire p22phox (Lacaze et al., 2015). Chez l’Homme, p22phox se lie à la protéine 

p47phox. Cependant, PaNoxD, tout comme son homologue SmPro41 chez S. macrospora, ne présente 

pas de domaine de fixation en C-terminal à p47phox. Par ailleurs, aucun homologue à p47phox n’a été 

retrouvé chez les champignons après analyse de leur génome (Lacaze et al., 2015). Ainsi, le complexe 

NADPH oxydase PaNox1 serait composé de la sous-unité catalytique PaNox1 lié à PaNoxD, et à 

l’activateur PaNoxR. Ces trois protéines ont bien été co-localisés au niveau du système vacuolaire 

(Lacaze et al., 2015).  

 

Un second complexe NADPH oxydase, constitué de PaNox2, PaPls1 et PaNoxR, a été identifié 

chez P. anserina. Cependant, PaNox2 ne semble pas jouer de rôle dans la régulation de CG (Malagnac 

et al., 2004).  

 

• Les autres protéines impliquées dans CG 

Le mutant IDC821 a permis d’identifier le gène PaSo, nommé ainsi du fait de son homologie 

avec le gène So ou Ham-1 de N. crassa (Fleißner and Glass, 2007; Tong et al., 2014). Chez ce 

champignon, So est l’un des acteurs du dialogue cellulaire mis en place lors de la formation 

d’anastomose. Dans ce processus, So et le complexe MAK-2 sont recrutés alternativement à l’apex des 

deux hyphes concernés par la fusion cellulaire (Herzog et al., 2015). Chez P. anserina, le mutant IDC821 

tout comme la souche PaSo∆ (délétée de PaSo) est incapable de développer d’anastomoses. Cette 

caractéristique est typique et retrouvée chez tous les mutants IDC « roses » analysés.  

Trois mutants IDC, IDC1, IDC318 et IDC502, se sont révélés mutés dans le même gène (Jamet-

Vierny et al., 2007). Ce gène, nommé IDC1, est homologue à Ham-5 chez N. crassa. Ce dernier joue le 

rôle de « scaffold » pour la voie MAPK constituée de NRC-1, MEK-2 et MAK-2 (Jonkers et al., 2014), 

équivalent à la voie MAPK PaMpk2 chez P. anserina. Ainsi la protéine Ham-5 est nécessaire à la 

formation du complexe MAPK au cours de la fusion cellulaire. Cependant, la fonction de « scaffold » 

d’IDC1 n’a pas été montrée chez P. anserina.  
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Les mutants IDC ont également permis d’identifier deux gènes importants dans la formation des 

périthèces : les souches IDC506 et IDC519 sont mutées dans le gène IDC2, et la souche IDC522 possède 

une mutation dans le gène IDC3 (Lalucque et al., 2017). Ces trois mutants sont capables de différencier 

les gamètes mâles et femelles. Cependant, le développement du protopérithèce est bloqué lors de la 

reproduction sexuée et un temps d’incubation plus long est nécessaire (12 jours au lieu de 7) pour obtenir 

quelques ascospores. La stérilité femelle est donc moins sévère que celle observée chez les mutants 

PaNox1 et PaMpk1. Le gène IDC2 code pour une petite protéine de sécrétion conservée chez les 

Pezizomycotina et dont l’orthologue est Ham-7 (protéine impliquée dans la formation des anastomoses) 

chez N. crassa. Elle se compose notamment d’une ancre GPI et de quatre cystéines conservées. Comme 

attendu, cette protéine est exprimée au niveau de la membrane plasmique, et pendant la phase 

stationnaire. Par ses quatre cystéines conservées et essentielles à sa fonction, il est permis d’émettre 

l’hypothèse que la protéine IDC2 puisse changer de conformation après avoir subi une oxydation (via 

des ROS par exemple) et ainsi transmettre un signal.  Le gène IDC3 quant à lui, possède des orthologues 

présents chez la plupart des espèces de Leotiomyceta. Ce gène code pour une protéine constituée de 

quatre domaines transmembranaires et l’un des deux domaines externes présente deux cystéines 

conservées. Cette protéine agit au sein des vacuoles dans les cellules en phase stationnaire. Ainsi, la 

localisation cellulaire d’IDC3 est identique à celle du complexe PaNox1 NADPH oxydase. On peut 

donc supposer que cette protéine intervient également dans la transmission du signal contrôlé par les 

ROS et grâce à ses deux cystéines conservées.  

Les deux derniers gènes IDC caractérisés sont les gènes PaWhi2 et PaPsr1 (Timpano et al., 

2016). Ils ont été respectivement identifiés à partir des mutants IDC815 et scle1. Le premier est issu d’une 

mutagénèse aléatoire par UV sur des protoplastes de la souche S et a été sélectionné pour son phénotype 

typique des mutants IDC (i.e. rose, plat et femelle stérile). Le second a été isolé après mutagénèse 

aléatoire par UV sur des fragments de mycélium de la souche S. Le mutant scle1 est issu d’une structure 

ressemblant à un sclérote et possède un mycélium identique aux mutants IDC. Le gène PaWhi2 a été 

nommé ainsi du fait de sa grande similarité avec Whi2 chez S. cerevisiae. Ce dernier a été identifié 

comme le signal d’entrée en phase stationnaire en réponse à une carence. Par ailleurs, il a été également 

montré que WHI2 se liait physiquement à PSR1 afin de contrôler la réponse aux stress via leur 

interaction avec le facteur de transcription MSN2. Malgré l’absence de peptide signal caractéristique 

des protéines de membrane comme PSR1, le gène muté dans scle1 a été nommé PaPsr1 en raison de sa 

grande similarité et des motifs conservés avec PSR1 de S. cerevisiae.  
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f. Modèle proposé 

L’analyse des mutants IDC a donc permis d’identifier de nombreux acteurs, tous impliqués dans 

une même voie de signalisation dont le rôle semble être de préparer le mycélium à la phase stationnaire 

chez P. anserina. En l’absence de cette voie, le mycélium ne produit pas de pigment, ne différencie pas 

d’hyphe aérien et d’anastomose ; il devient aussi incapable de différencier des périthèces matures, bien 

qu’il différencie toujours des gamètes mâles et femelles. Le rôle de cette voie est donc en adéquation 

avec CG, dont l’élément causal C est induit par la phase stationnaire. La dégénérescence CG pourrait 

donc résulter de l’activation inappropriée de la voie en période de croissance. Celle-ci serait maintenue 

via la présence d’une boucle d’autorégulation positive (Figure 24), à l’image de ce qui a été décrit pour 

les voies MAPK chez le xénope. 

 

 

Figure 24 : Modèle illustrant la régulation CG. 
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3. Objectifs de ma thèse 

Après avoir étudié les principaux mutants IDC et avoir identifié les régulateurs majeurs négatifs 

de CG, il était nécessaire d’analyser les souches PDC afin de compléter le modèle et de mieux 

appréhender la régulation de cette dégénérescence. Au cours de ces travaux, deux mutants PDC au 

phénotype particulièrement marqué, ont été caractérisés. En effet, les souches PDC2205 et PDC2209 

présentent toutes deux un CG fort, c’est-à-dire que le repiquage d’un implant sur M2 (en l’absence de 

stress) engendrera toujours un thalle entièrement grêle. Ces deux mutants ont été isolés lors du crible 

initial à partir de la souche mid26 ((Haedens et al., 2005) ; voir §III.2.d) L’étude du mutant PDC2205 a 

fait l’objet d’un article et constitue le premier chapitre, tandis que l’analyse de la souche PDC2209 est 

détaillée dans le second chapitre. 
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CHAPITRE I : ANALYSE DU MUTANT PDC2205 

 

 La caractérisation du mutant PDC2205 (muté dans le gène PDC1) a fait l’objet d’un article 

accepté dans Molecular Microbiology sous le titre « Identification and characterization of PDC1, a novel 

protein involved in the epigenetic cell degeneration Crippled Growth in Podospora anserina » et 

présenté ci-après. Cette future publication regroupe le travail d’anciens et actuels membres de l’équipe 

Génétique et Epigénétique des Champignons : Philippe Silar a isolé le mutant PDC2205 et identifié le 

gène PDC1, Narumon Tangthirasunun a remplacé le gène PDC1 par le marqueur de résistance à 

l’hygromycine, Philippe Silar et Hervé Lalucque m’ont encadrée pour la substitution du gène PDC1 par 

le marqueur de résistance à la généticine (facilitant la génération de double mutants), les analyses 

phylogénétiques, la mutagénèse dirigée, le marquage de la protéine PDC1 et l’étude des doubles 

mutants. Une partie de l’analyse des doubles mutants est présentée dans l’article « PaPro1 and IDC4, 

two genes controlling stationary phase, sexual development and cell degeneration in Podospora 

anserina » par Valérie Gautier, Laetitia Chan Ho Tong, Tinh-Suong Nguyen, Robert Debuchy, Philippe 

Silar, et accepté pour publication dans Journal of Fungi (article en Annexes). 
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CHAPITRE II : ANALYSE DU MUTANT PDC2209 

 

 L’étude complète du mutant PDC2205 a permis d’identifier l’un des acteurs de la régulation 

négative de CG. Afin de compléter le modèle déjà existant, un nouveau mutant PDC, le mutant PDC2209, 

a aussi été analysé. Ces résultats sont présentés dans ce chapitre.  

 

I. IDENTIFICATION ET CARACTERISATION DU CLUSTER 2209 

1. Détermination du génotype du mutant PDC2209 

 Les travaux présentés ci-après portant sur l’identification du gène muté chez PDC2209 ont été 

réalisés par Philippe Silar. 

 

Le mutant PDC2209 a été isolé à partir d’un crible utilisant des protoplastes issus de la souche 

mid26 (souche comportant une mutation dans son génome mitochondrial lui permettant d’avoir une 

longévité deux fois plus longue que la souche sauvage). Après avoir été soumis aux UV, les clones 

survivants ont été repiqués sur M2 et incubés pendant 4 jours, avant un nouveau repiquage sur M2 

(Haedens et al., 2005). Parmi les mutants ainsi engendrés, le mutant PDC2209 faisait partie, avec les 

mutants PDC2205 et PDC2208 (Haedens et al., 2005), des souches présentant un très fort CG sur M2 

(Figure II.1). 

 

Figure II.1 : Phénotype des mutants PDC2205, PDC2208 et PDC2209 sur M2. 

 

 Un premier croisement avec la souche sauvage a été réalisé pour obtenir le mutant PDC2209 

(dépourvu de la mutation mid26). Par la suite, PDC2209 a subi cinq isogénisations par croisement avec 

la souche S avant d’être séquencé. Cependant, ce séquençage n’a pas permis dans un premier temps de 

déterminer un gène candidat. Par conséquent, une cartographie de la mutation a été mise en œuvre grâce 

à plusieurs marqueurs génétiques répartis sur différents chromosomes. Ainsi, la mutation PDC2209 n’était 
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pas liée au gène codant Nox3 (situé sur le chromosome 1), ni à celui codant PaMpk1 (situé sur le 

chromosome 2), ni à celui codant Pat1 (situé sur le bras gauche du chromosome 5), ni à celui codant 

Lac8 (situé sur le bras gauche du chromosome 7). En revanche, il s’est avéré que la mutation PDC2209 

était liée au gène codant Tok1 localisé près du télomère du chromosome 4. D’après les résultats de 

séquençage, deux mutations candidates se situaient dans cette région : l’une se localisait dans le gène 

Pa_4_8760 et l’autre dans une séquence a priori non codante. Le premier gène semble être un candidat 

peu probable puisque d’autres souches séquencées portaient la même mutation. Grâce à l’utilisation 

d’un programme de prédiction de novo de séquences codantes (FGENESH), il s’est révélé que la 

seconde mutation se situait en réalité dans une CDS nouvellement prédite et nommée Pa_4_7111. Le 

gène Pa_4_7111 s’étend sur 710 pb et comporte un intron de 65 pb. La délétion de ce gène réalisée par 

Laetitia Chan Ho Tong engendre une souche, appelée ∆7111, au phénotype identique à celui de PDC2209 

(Figure II.2). Cela confirmait l’identification de la mutation dans Pa_4_7111 comme celle responsable 

du développement d’un fort CG. Cette dernière consiste au remplacement d’une thymine et d’une 

guanine par deux adénines, créant un codon stop prématuré. Le gène Pa_4_7111 produit alors un peptide 

de 11 acides aminés au lieu d’une protéine de 214 résidus (Figure II.3). 

 

Figure II.2 : Les mutants PDC2209 et ∆7111 présentent des phénotypes identiques. 

 

 

Figure II.3 : Séquences protéiques des produits du gène Pa_4_7111 de la souche sauvage 

(en bleu) et du mutant PDC2209 (en orange). 
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2. Identification du cluster 2209 

Le génome de la souche S a été comparé à celui d’une autre souche géographique de P. anserina, 

la souche T. Cette analyse révèle que le gène Pa_4_7111 est localisé dans une région d’environ 30 kb 

absente de la souche T. Plus précisément, cette région se situe entre les gènes Pa_4_7110 et Pa_4_7080. 

Grâce notamment aux données de RNAseq (réalisé par Robert Debuchy), onze gènes ont été identifiés 

dans cette zone : Pa_4_7111, Pa_4_7109, Pa_4_7108, Pa_4_7107, Pa_4_7105, Pa_4_7102, 

Pa_4_7100, Pa_4_7095, Pa_4_7090, Pa_4_7088 et Pa_4_7086 (Figure II.4). Le cluster entier (i.e. 

comportant les onze gènes), nommé cluster 2209, a été remplacé par un marqueur de sélection par 

Laetitia Chan Ho Tong. La souche ainsi obtenue est appelée ∆86-11 et se comporte comme une souche 

IDC (Figure II.5). De manière intéressante, la souche T qui, tout comme la souche ∆86-11 ne possède 

pas ce cluster, n’est pas non plus capable de présenter CG (Figure II.5). 

 

Figure II.4 : Composition du cluster 2209 dans la souche S. Dans le programme Artemis, la 

région absente de la souche T est représentée en orange. Les gènes du cluster 2209 sont en bleu et les 

gènes bordants sont en gris. 

 

Figure II.5 : Test CG des souches S, T et ∆86-11. La souche T ne développe pas CG sur 

M2+YE mais présente un autre phénomène de dégénérescence connu au laboratoire sous le nom de 

« Vauban » et désignée par les flèches bleues.  
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3. Caractérisation des gènes du cluster 2209 

a. Le gène Pa_4_7102 présente un domaine conservé 

Une première analyse prédictive des gènes du cluster 2209 par des outils informatiques 

(recherche d’orthologues, de motifs conservés, de localisation cellulaire probables, etc.) n’avait pas 

permis de leur proposer une fonction potentielle. Seul le gène Pa_4_7102 semblait disposer d’un 

domaine conservé, avec néanmoins une faible conservation (Figure II.6). Ce dernier consiste en un 

domaine AslA caractéristique des arylsulfatases. Par conséquent, le gène Pa_4_7102 a été le premier 

analysé par génétique directe. Sa délétion a été réalisée par Elise Iracane par la méthode de « split-

marker » (méthode détaillée en Annexes, Figure A.1) lors de notre premier stage de Master 2. La souche 

obtenue, nommée ∆7102, est incapable de développer CG et le gène Pa_4_7102 est donc considéré 

comme un gène IDC (Figure II.7). 

 

Figure II.6 : Identification du domaine AslA (COG1368) dans la protéine 7102 issue du 

gène Pa_4_7102. 

 

 

 

Figure II.7 : Le mutant ∆7102 est un mutant IDC. 
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Par conséquent, au début de mes travaux de thèse, deux gènes du cluster 2209 avaient été 

caractérisés : le gène Pa_4_7111 contrôlant négativement CG et dont la délétion engendre un mutant 

PDC, ainsi que le gène Pa_4_7102 régulant positivement CG et dont la délétion produit une souche 

IDC. Afin de s’assurer que seuls ces deux gènes du cluster 2209 sont impliqués dans la régulation de 

CG, l’ensemble des gènes du cluster 2209 a été analysé par délétion en remplaçant chaque gène par le 

gène de résistance à la généticine selon la méthode du « split-marker ». De manière surprenante, tous 

les gènes à l’exception d’un, se sont révélés impliqués dans le contrôle de CG : certains présentent un 

rôle positif (gènes IDC), alors que d’autres possèdent un rôle négatif (gènes PDC). 

 

b. Les gènes IDC du cluster 2209 

Les délétions des gènes Pa_4_7109, Pa_4_7108, Pa_4_7095 et Pa_4_7086 ont été menées pour 

construire respectivement les souches ∆7109, ∆7108, ∆7095 et ∆7086 (leur génotype ayant été vérifié 

par Southern blot, présenté en annexe, Figure A.2). Sur milieu standard M2, ces quatre mutants ne 

diffèrent pas phénotypiquement de la souche sauvage (Figure II.8). Afin de déterminer la présence de 

CG dans ces souches, un test en bande a été mis en œuvre (Figure II.9). D’après ce test, le mutant ∆7108 

présente un phénotype identique à ceux de ∆7102 et ∆86-11, c’est-à-dire qu’il ne développe aucun 

secteur CG sur M2+YE. De ce fait, leur phénotype est considéré comme un phénotype « IDC fort ». Les 

mutants ∆7109, ∆7095 et ∆7086, quant à eux, présentent des secteurs restreints induits par la phase 

stationnaire sur M2+YE. Contrairement à la souche sauvage, ces secteurs CG sont limités par le 

développement de secteurs NG au niveau du mycélium issu de la phase stationnaire. Les souches ∆7109, 

∆7095 et ∆7086 ont donc un phénotype « IDC faible ». Un phénotype sauvage a été restauré pour 

chacune de ces souches par complémentation, confirmant le rôle de la délétion dans le phénotype IDC 

(Figure A.3).  

 

 

Figure II.8 : Les souches ∆7109, ∆7108, ∆7095 et ∆7086 sont phénotypiquement identiques 

à la souche S sur M2.  
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Figure II.9 : Test CG en bande révélant le caractère IDC des souches ∆7109, ∆7108, ∆7095 

et ∆7086. 

 

Ainsi, les mutants ∆7109, ∆7095 et ∆7086 peuvent développer CG de façon très limitée, tandis 

que les souches ∆7102 et ∆7108 en sont incapables. Cependant, pour confirmer la présence (ou 

l’absence) de l’élément C, il est nécessaire de réaliser un test d’infection de la souche AS6-5 sous sa 

forme normale (comme décrit dans (Silar et al., 1999)). Les résultats présentés Tableau II.1, révèlent 

que des implants prélevés dans la phase stationnaire des souches ∆7102, ∆7108, ∆7109, ∆7095 et ∆7086, 

sont capables d’induire des secteurs CG dans la souche receveuse AS6-5. Il en est de même avec la 

souche ∆86-11. Ainsi, bien que ces souches ne développent pas CG, elles produisent tout de même 

l’élément C pendant la phase stationnaire, mais ce dernier ne semble pas capable de se propager dans 

les hyphes en croissance. Ces données sont en accord avec le modèle proposé selon lequel ces souches 

IDC activent toujours correctement la voie PaMpk1, mais ne possèdent plus la boucle d’autorégulation 

positive. 
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Souche receveuse Souches donneuses 
Provenance de 

l’implant 

Nombre de secteurs 

CG 

AS6-5 (NG) 

S 

Apex 0/32 

Phase stationnaire 4/32 

∆86-11 

Apex 0/27 

Phase stationnaire 2/27 

∆7102 

Apex 0/32 

Phase stationnaire 1/24 

∆7108 

Apex 0/32 

Phase stationnaire 3/32 

∆7109 

Apex 0/32 

Phase stationnaire 1/32 

∆7095 

Apex 0/32 

Phase stationnaire 2/32 

∆7086 

Apex 0/32 

Phase stationnaire 1/32 

 

Tableau II.1 : Résultats du test d’infection de la souche AS6-5 (NG) par les souches ∆7102, 

∆7108, ∆7109, ∆7095 et ∆7086. 

 

 

L’étude phénotypique de ces différents mutants IDC s’est poursuivie par la caractérisation de 

leur capacité de reproduction. Des tests de fertilité ont donc été réalisés sur différents milieux (Figure 

II.10). D’après ces résultats, les mutants ∆7109, ∆7108, ∆7102, ∆7095 et ∆7086, tout comme la souche 

∆86-11, sont capables de réaliser la reproduction sexuée, de manière identique à la souche sauvage. 

Aucun défaut dans la production de gamètes mâles et femelles, dans la formation de périthèces, ni dans 

la production et la germination d’ascospores n’a été observé. 
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Figure II.10 : Test de fertilité des souches S, ∆86-11, ∆7108 et ∆7095 sur différents milieux. Sur chaque photo, le milieu sur lequel s’est développé 

le champignon est situé à droite. A gauche se trouve le couvercle où sont éventuellement présentes des traces noires correspondant à la sporée émise par le 

champignon. Les mutants ∆7109, ∆7102, et ∆7086 présentent les mêmes phénotypes que ceux observés ici.  

 



Nguyen Tinh-Suong – Thèse de doctorat – 2018 

 

93 

 

c. Les gènes PDC du cluster 2209 

La construction des souches ∆7107, ∆7105, ∆7100, et ∆7090 a été réalisée en remplaçant 

respectivement les gènes Pa_4_7107, Pa_4_7105, Pa_4_7100 et Pa_4_7090 par le marqueur de 

résistance à la généticine (la vérification des génotypes par Southern blot ainsi que leur 

complémentation, sont présentées en Annexes, Figure A.2). En particulier, la construction des souches 

∆7105 et ∆7090 (i.e. la transformation, la vérification par Southern blot et le phénotypage) ont été 

réalisées par des étudiants de Master 2, Alexander Demoor et Jizhou Li respectivement. Sur milieu 

standard M2, deux catégories se distinguent. La première est constituée des mutants ∆7107 et ∆7105 

auxquels peut s’ajouter le mutant ∆7111 (construit par Laetitia Chan Ho Tong) et qui développent des 

secteurs CG sur M2 de façon aléatoire. On note tout de même que les souches ∆7105 et ∆7111 semblent 

présenter plus fréquemment CG que ∆7107. La seconde est formée de ∆7100 et ∆7090 qui présentent 

uniquement un phénotype de croissance grêle, peu pigmenté ressemblant fortement à CG (Figure II.11). 

 

 

Figure II.11 : Phénotype des souches ∆7111, ∆7107, ∆7105, ∆7100, et ∆7090 sur M2. 

 

Dans les souches ∆7107 et ∆7105, la présence de CG est clairement mise en évidence grâce au 

test CG en bande (Figure II.12). Dans ce test, le secteur NG issu de la phase de croissance est fortement 

réduit en comparaison avec la souche sauvage. De plus, la présence de l’élément C, aussi bien en phase 

stationnaire qu’au niveau des hyphes en croissance, a été confirmée par un test d’infection pour ces deux 

mutants (Tableau II.2). Comme observé précédemment, cela se traduit parfois par la présence de 

secteurs CG sur M2. Par ailleurs, pour la souche ∆7107, aucune déficience dans la reproduction sexuée 

(sur différents milieux), ni dans la production et la germination de spores n’a été observée (Figure 

II.13). Ce n’est pas le cas pour les mutants ∆7105 et ∆7111 (Figure II.13). En effet, la souche ∆7105 

forme beaucoup moins de spores, tandis que la souche ∆7111 n’est plus capable d’en produire en raison 

de l’absence de périthèces matures (Figure II.14). D’après le croisement ∆7105 mat+ par ∆7105 mat-, 

ce mutant développe de petites fructifications qui sont, pour certains, pourvus de col. En revanche, un 

croisement ∆7111 mat+ par ∆7111 mat- engendre des fructifications bloquées à un stade de 

protopérithèces. Afin de déterminer à quel niveau les protéines issues des gènes Pa_4_7105 et 
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Pa_4_7111 pourraient agir, un croisement avec la souche ∆mat a été réalisé (Figure II.14). Cette souche 

dépourvue du locus sexuel n’intervient pas dans la méiose, mais elle permet de pourvoir en cellules 

nécessaires pour former les tissus maternels. Pour les cas des mutants ∆7105 et ∆7111, la souche ∆mat 

permet de restaurer le phénotype sauvage, c’est-à-dire le développement de périthèces matures et la 

production de spores (Figure II.14). Par conséquent, les produits des gènes Pa_4_7105 et Pa_4_7111 

ne jouent pas de rôle dans la fécondation mais agissent au niveau du mycélium ou de la formation du 

tissu maternel lors de la reproduction sexuée.  

 

 

Figure II.12 : Test CG chez les mutants ∆7107 et ∆7105. Les flèches vertes montrent les 

secteurs CG sur M2. 

 

Souche receveuse Souches donneuses 
Provenance de 

l’implant 

Nombre de secteurs 

CG 

AS6-5 (NG) 

S 

Apex 0/32 

Phase stationnaire 4/32 

∆7105 Apex 27/32 

∆7107 Apex 22/40 

 

Tableau II.2 : Résultats du test d’infection de la souche AS6-5 (NG) par les souches ∆7105 

et ∆7107. 

 

D’après l’ensemble de ces données, on peut considérer le mutant ∆7107 comme un « PDC 

faible » capable sous sa forme normale de produire des spores de la même manière que la souche 

sauvage S. Les souches ∆7105 et ∆7111 quant à elles, sont dites « PDC forts » du fait du développement 

fréquent de secteurs CG sur M2 ainsi que de leur déficience dans leur production sexuée sous leur forme 

NG.  
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Figure II.13 : Test de fertilité des souches S, ∆7107, ∆7105 et ∆7100 sur différents milieux. Sur chaque photographie, le milieu sur lequel s’est 

développé le champignon est situé à droite. A gauche se trouve le couvercle où sont éventuellement présentes des traces noires correspondant à la sporée émise 

par le champignon. Les mutants ∆7109, ∆7102, et ∆7086 présentent les mêmes phénotypes que ceux observés ici. Le mutant ∆7090 présente le même phénotype 

que celui de ∆7100. 
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Figure II.14 : Test de fertilité des souches S, ∆7105 et ∆7111 sur M2 avec et sans ∆mat. Sur chaque photographie (œil nu), le milieu sur lequel s’est 

développé le champignon est situé à droite. A gauche se trouve le couvercle où sont éventuellement présentes des traces noires correspondant à la sporée émise 

par le champignon. Les mutants ∆7105 et ∆7111 croisés par eux-mêmes ne produisent peu voire aucune spore du fait de périthèces non matures. La souche 

∆mat permet de restaurer un phénotype sauvage.  
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En ce qui concerne les mutants ∆7100 et ∆7090, ceux-ci ne peuvent être analysés par le test CG 

en bande. En effet, ils présentent constamment le même mode de croissance très altéré. Afin de montrer 

que ce développement est bien CG, des tests d’infection ont été mis en œuvre. Pour cela, la souche AS6-

5 sous sa forme normale joue le rôle de souche receveuse, face aux implants des souches ∆7100 et 

∆7090, souches donneuses. Les résultats sont présentés Tableau II.3 et montrent que des implants issus 

de cellules apicales de ∆7100 et ∆7090 sont capables d’induire des secteurs CG dans la souche AS6-5. 

Ainsi, ces tests de contamination montrent que l’élément C est présent dans la phase de croissance et 

que le développement altéré observé chez ces mutants est bien probablement dû à la présence constante 

de l’élément C. Par conséquent, les souches ∆7100 et ∆7090 développent très fortement CG sur M2. Par 

ailleurs, contrairement aux autres souches PDC étudiées jusqu’à présent, il n’a pas été possible de les 

cultiver sous forme NG, quel que soit le stress appliqué (fragmentation, incubation à 37°C, culture après 

plusieurs mois de conservation à 4°C). De ce fait, ces deux mutants sont considérés comme des « PDC 

constitutifs ». Ainsi, de façon attendue, ces souches, bien que produisant des gamètes mâles, sont 

incapables de réaliser la production sexuée (Figure II.13).  

 

Souche receveuse Souches donneuses 
Provenance de 

l’implant 

Nombre de secteurs 

CG 

AS6-5 (NG) 

S 

Apex 0/32 

Phase stationnaire 4/32 

∆7100 Apex 5/32 

∆7090 Apex 25/32 

 

Tableau II.3 : Résultats du test d’infection de la souche AS6-5 (NG) par les souches ∆7100 

et ∆7090. 

 

 En résumé, ces différentes analyses ont montré que les gènes Pa_4_7111, Pa_4_7107, 

Pa_4_7105, Pa_4_7100 et Pa_4_7090 codent pour des acteurs du système responsable de la répression 

de la boucle d’autorégulation positive. Par ailleurs, les gènes Pa_4_7100 et Pa_4_7090 semblent 

particulièrement cruciaux dans ce processus puisque les mutants de ces deux gènes semblent présenter 

une boucle constamment active. 
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d. Cas du gène Pa_4_7088 

Le gène Pa_4_7088 a été inactivé pour construire la souche ∆7088. A la suite des tests 

phénotypiques, ce mutant ne présente pas de différences significatives avec la souche sauvage (Figure 

II.15).  

 

Figure II.15 : Tests phénotypiques de la souche ∆7088. Le test CG (en haut) ne montre pas 

de différences manifestes avec la souche S. De même les tests de fertilité (en bas) révèlent des 

phénotypes identiques pour le mutant ∆7088 et la souche S. Sur chaque photo du test de fertilité, le 

milieu sur lequel s’est développé le champignon est situé à droite. A gauche se trouve le couvercle où 

sont éventuellement présentes des traces noires correspondant à la sporée émise par le champignon. Les 

tests sur M2 par confrontation et sur foin ne sont pas présentés mais les phénotypes de S et ∆7088 restent 

identiques.  
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e. Organisation génétique du cluster 2209 

La délétion systématique de chacun des gènes du cluster 2209 a permis de souligner le rôle 

primordial de cette région dans le phénomène CG. En effet, à l’exception du gène Pa_4_7088, tous les 

gènes de ce cluster influent sur la régulation de CG, et par extension, sur la mise en place de la phase 

stationnaire (Figure II.16). De manière remarquable, tous les gènes IDC sont localisés sur le même brin, 

tandis que tous les gènes PDC se situent sur le brin opposé. Cette organisation particulière peut suggérer 

que la structure tridimensionnelle de cette région est importante. Ainsi, on pourrait penser que la 

substitution d’un gène par un marqueur de sélection (de taille légèrement plus grande) déstabilise la 

conformation de la double hélice d’ADN. Cela induirait des mutants IDC lorsque l’insertion du 

transgène s’effectue sur le premier brin, et cela engendrerait des mutants PDC en cas de modification 

du second brin. Cependant, cette hypothèse peut être écartée par les expériences de complémentation 

réalisées pour chacun des mutants. En effet, l’insertion de chaque allèle sauvage dans le mutant 

correspondant en position ectopique permet de restaurer un phénotype sauvage (Figure A.3). 

Néanmoins, il existerait un modèle simple permettant d’expliquer cette organisation particulière et qui 

sera discuté plus en détails par la suite.   

 

 

Figure II.16 : Organisation du cluster 2209 dans la souche S. La région absente de la souche 

T est représentée en orange. Les gènes IDC du cluster 2209 sont en rouge (encadrement simple pour les 

gènes IDC faibles, remplissage rouge clair pour les gènes IDC forts). Les gènes PDC sont en bleu 

(encadrement simple pour les gènes PDC faibles, remplissage bleu clair pour les gènes PDC forts, et 

remplissage bleu foncé pour les gènes PDC constitutifs). Les gènes sans fonctions particulières sont en 

noir et les gènes bordants sont en gris. 

 

Le cluster 2209 est donc une région complexe constitué de gènes IDC et de gènes PDC. Grâce 

aux analyses génétiques précédemment exposées, il est suggéré que ce cluster code à la fois pour des 

acteurs constituant la boucle de régulation positive ainsi que pour des composants du système venant 

l’inhiber (Figure II.17). 
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Figure II.17 : Modèle proposé sur la régulation de la voie PaMpk1 par les gènes IDC du 

cluster 2209 composant la boucle d’auto-activation (en rouge) et les gènes PDC constituant le 

système d’inhibition de la boucle (en bleu).  

 

f. Rôle possible du cluster 2209 

Alors que le cluster 2209 provoque un phénomène de dégénérescence (de façon artificielle au 

laboratoire), celui-ci semble s’être maintenu au cours de l’Évolution (voir sections suivantes). Ce cluster 

serait donc sélectionné de manière positive et pourvoirait d’un avantage l’individu porteur. Or, l’étude 

phénotypique du mutant dépourvu du cluster 2209 (mutant ∆86-11) n’a pas permis d’identifier d’autres 

phénotypes que celui de l’absence de CG. En particulier, ce mutant est aussi fertile que la souche sauvage 

et semble mettre en place sa phase stationnaire de la même manière. Par conséquent, le cluster 2209 ne 

possède pas de rôle positif apparent et ne semblerait donc pas pourvoir la souche S d’un quelconque 

avantage sélectif. La dégénérescence CG étant profondément liée à la voie PaMpk1, les investigations 

quant à la fonction de ce cluster se sont portées sur les rôles de cette voie dans le développement et la 

physiologie de P. anserina. En effet, la voie PaMpk1 agit à trois niveaux : outre la phase stationnaire et 

la reproduction sexuée, elle contrôle également le phénomène d’interférence hyphale. Seul ce dernier 

processus n’a pas été analysé dans les résultats présentés ci-dessus. En effet, il n’est pas discernable sur 

une simple culture ; il est nécessaire de pratiquer des tests d’interférences hyphales en présence d’autres 

champignons (Silar, 2005). Ainsi, pour tester le rôle du cluster 2209 dans la reconnaissance de 

compétiteurs, ces tests ont été mis en place. Ils consistent à mettre en contact P. anserina avec une autre 
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espèce de champignon, tel que Penicillium chrysogenum, ce qui engendre deux phénomènes différents. 

Le premier consiste en la production massive de ROS au niveau de la zone de contact. Et la seconde 

engendre la mort cellulaire d’un des deux acteurs. Ces deux réactions sont indépendantes et la mort d’un 

des deux champignons n’est pas systématique. Dans le cas d’un contact avec P. chrysogenum, ce sont 

les hyphes de ce dernier qui subiront la mort cellulaire. Ces deux phénomènes peuvent être mis en 

évidence via l’utilisation de DAB (3,3'-diaminobenzidine) révélant la présence de peroxyde 

d’hydrogène, et du bleu Evans détectant la mort cellulaire. Ces tests ont été réalisés sur les différents 

mutants du cluster 2209 à notre disposition (Figure II.18). 

 

 

Figure II.18 : Mise en évidence de la production de peroxyde d’hydrogène par le DAB et 

de la mort cellulaire par le bleu Evans des mutants du cluster 2209 au contact de Penicillium 

chrysogenum. Trois implants de P. chrysogenum ont été appliqués autour d’un implant de chacun des 

mutants du cluster 2209. La détection s’effectue après deux jours de culture dans des conditions 

standards.  

 

Ce test d’interférence hyphale montre clairement que la souche sauvage S produit du peroxyde 

d’hydrogène et engendre la mort cellulaire de P. chrysogenum à son contact. Il en est de même pour les 

souches IDC testées (i.e. ∆86-11, ∆7109, ∆7108, ∆7102 et ∆7095) ainsi que la souche ∆7088. Les 

souches PDC quant à elles, se sont toutes développées sous forme CG lors de ce test. On peut néanmoins 

observer que ∆7107 et ∆7105 se comporte de la même manière que la souche S. En ce qui concerne les 

trois autres mutants, ∆7111, ∆7100 et ∆7090, l’absence de précipité coloré peut s’expliquer par le fait 
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que les souches ne se sont pas assez développées pour entrer en contact avec les hyphes de P. 

chrysogenum. Seule la souche ∆7100 provoque visiblement la mort cellulaire de P. chrysogenum sur le 

test du bleu Evans. Pour déterminer la capacité des mutants PDC à réagir au contact d’un champignon 

compétiteur, les mêmes tests sont effectués de nouveau avec un temps de culture plus long. Ceci permet 

d’augmenter les chances de rencontre entre les hyphes des deux champignons, malgré le développement 

de P. anserina sous forme CG (Figure II.19). 

 

 

Figure II.19 : Mise en évidence de la production de peroxyde d’hydrogène par le DAB et 

de la mort cellulaire par le bleu Evans des mutants PDC du cluster 2209 au contact de Penicillium 

chrysogenum. Trois implants de P. chrysogenum ont été appliqués autour d’un implant de chacun des 

mutants PDC du cluster 2209. La détection s’effectue après quatre jours de culture dans des conditions 

standards.  

 

 

 D’après ce nouveau test, les souches ∆7111, ∆7107, ∆7105 et ∆7090 présentent distinctement 

un phénotype identique à la souche sauvage avec production de ROS et mort cellulaire de 

P. chrysogenum. Concernant le mutant ∆7100, la réaction de mort cellulaire est moins visible sur ce test. 

De même, la production de peroxyde d’hydrogène semble plus faible en comparaison avec la souche S 

et les autres mutants PDC. 
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 En conclusion, le test d’interférence hyphale réalisé sur les différents mutants du cluster 2209 

n’a pas permis de démontrer clairement le rôle des gènes d’intérêt dans la reconnaissance et les réactions 

de P. anserina face à ses champignons compétiteurs. L’avantage évolutif potentiel apporté par le cluster 

reste donc inconnu.  
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II. EVOLUTION PHYLOGENIQUE DU CLUSTER 2209 

  Comme présentées dans la section I.3, les premières analyses de la séquence du génome de la 

souche T n’avait pas permis de déterminer de cluster orthologue. Or, les deux souches de Podospora, S 

et T partagent un pourcentage de similitude au niveau nucléotidique de 96 à 99% (en fonction des 

régions), l’identification d’un cluster adoptant une évolution classique devait donc être aisée. L’étude 

plus approfondie du génome de la souche T, ainsi que celle d’autres espèces de Sordariales pour lesquels 

des séquences génomiques sont disponibles, a permis de montrer que le cluster 2209 suit une évolution 

complexe et originale.  

Les travaux présentés ci-après ont été réalisés en collaboration avec Philippe Silar. 

 

1. Le cluster 2209 chez les Sordariales 

a. Nouvelle annotation du génome de la souche T : présence d’un cluster 2209 

particulier 

Un premier assemblage du génome de la souche T n’avait pas permis d’identifier le cluster 2209 

par comparaison simple par BLAST avec la souche S. Un nouvel assemblage plus complet du génome 

de la souche T ayant été réalisé, une nouvelle analyse a été menée. Dans cet assemblage, des trous de 

séquences ont été comblés, ce qui a entrainé l’obtention sur un même contig des gènes conservés bordant 

le cluster dans la souche S (les gènes PaT_4_7110 et PaT_4_7080, respectivement homologues à 

Pa_4_7110 et Pa_4_7080). Celui-ci a remis en question la délétion précédemment observée dans la 

souche T. En effet, ces nouvelles données mettent en évidence la présence d’une région d’environ 35kb 

sur le chromosome 4 entre ces gènes conservés. Le pourcentage d’identité de séquences entre ces deux 

couples de gènes bordants est de 99%. En d’autres termes, il existe une différence d’un nucléotide sur 

cent entre PaT_4_7110 et Pa_4_7110 ou entre PaT_4_7080 et Pa_4_7080. En revanche, la comparaison 

des séquences des souches S et T entre ces deux gènes bordants présente une identité de séquence 

particulièrement faible, de l’ordre de 25%, ce qui correspond à la comparaison non optimisée de deux 

séquences aléatoires. Ainsi, en comparant ces deux régions au niveau nucléotidique avec des outils 

classiques (tels que ClustalW2, MEGA, MAFFT), aucune correspondance ne peut être décelée. 

Cependant, les programmes de prédiction de novo, confirmés par des données de RNAseq, montrent la 

présence de 15 séquences codantes dans cette région de la souche T. Et en comparant un à un ces gènes 

avec ceux du cluster 2209 de la souche S, il est possible d’identifier des homologues (avec toujours un 

très faible pourcentage en identité de séquence d’environ 28% au niveau protéique). En conséquence, la 

souche T possède également un cluster du même type que le cluster 2209 (Figure II.20), mais de 

séquence très divergente, beaucoup plus que les autres régions du génome. Dès lors, et pour plus de 

clarté, le cluster 2209 de la souche S sera nommé cluster 2209S et celui de la souche T, cluster 2209T. 



Nguyen Tinh-Suong – Thèse de doctorat – 2018 

 

105 

 

 

Figure II.20 : Organisation du cluster 2209 dans la souche T. La région divergente vis-à-vis 

de la souche S est présentée en bleu. Les gènes du cluster 2209 sont en bleu et les gènes bordants sont 

en gris.  

 

La caractérisation du cluster 2209T permet de nous éclairer sur l’histoire évolutive de cette 

région. Tout d’abord, le cluster 2209T est constitué de 15 gènes (contre 11 pour le cluster 2209S) mais 

il se trouve dépourvu des homologues des gènes Pa_4_7107 et Pa_4_7088. Ensuite, certains gènes sont 

présents en deux copies. C’est le cas des gènes PaT_4_7111, PaT_4_7109, PaT_4_7105, PaT_4_7102, 

PaT_4_7100 et PaT_4_7086. L’ordre des gènes dupliqués (avec sauvegarde de la synténie) permet 

d’émettre l’hypothèse d’une duplication du cluster en son sein (Figure II.21). Sous cette hypothèse, 

l’ensemble des gènes du cluster 2209T aurait été copié et inséré au niveau du gène PaT_4_7108 qui 

aurait alors disparu. S’en serait suivi par la suite au moins un évènement de délétion engendrant la 

disparition des gènes PaT_4_7095 et PaT_4_7090.  

 

 

Figure II.21 : Mise en évidence de l’évènement de duplication au sein cluster 2209T. La 

région divergente vis-à-vis de la souche S est présentée en violet. Les gènes initiaux du cluster 2209 sont 

en bleu, les gènes dupliqués sont encadrés en violet et les gènes bordants sont en gris. 
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b. Le cluster 2209 chez les Podospora 

D’après les résultats précédents, il existe donc dans la souche T, une version très différente du 

cluster 2209S. Afin de mieux appréhender l’évolution de ce cluster, une étude de l’évolution de 

différentes souches de Podospora anserina est menée. Et en particulier, ces souches sont testées pour 

déterminer le type de cluster (cluster 2209S ou cluster 2209T) porté ainsi que sur leur capacité à 

développer CG. Pour ce faire, en collaboration avec Charlie Boucher, une analyse est réalisée sur la 

collection de souches de Podospora anserina/Podospora pauciseta/Podospora comata présente au 

laboratoire. P. pauciseta est un autre nom donné à P. anserina. En ce qui concerne P. comata qui 

présente des spores légèrement plus petites que P. anserina, elle est considérée par certains mycologues 

comme une espèce à part entière, alors que d’autres estiment qu’elle fait partie d’une sous-espèce. 

L’article (Boucher et al., 2017) permet d’élucider ce complexe d’espèces nommée « Podospora 

anserina sensus lato » (article en Annexes). D’une part, l’appellation Podospora anserina/Podospora 

pauciseta/Podospora comata recouvre en réalité sept espèces différentes (Figure II.22). D’autre part, 

concernant le phénotype CG, seule l’espèce « Podospora anserina sensus stricto » le développe (Figure 

II.22). Toutes les autres espèces sont incapables de présenter CG, malgré de multiples tentatives pour 

déclencher ce phénomène de dégénérescence.  

De plus, Charlie Boucher a également étudié la présence du cluster 2209 chez ces différentes 

espèces en amplifiant les gènes Pa_4_7100, Pa_4_7102 et Pa_4_7111 par PCR. Pour cela, il a utilisé 

des amorces spécifiques permettant d’amplifier les gènes de la souche S ou les gènes de la souche T. 

Ainsi, les amorces spécifiques de S ont permis d’obtenir des produits de PCR pour toutes les souches de 

P. anserina sensus stricto ainsi que pour la souche A406 (ou CBS112042) de Podospora bellae-

mahoneyi et CBS415.72 de Podospora pseudocomata. Au contraire, des amplifications ont été acquises 

avec les amorces spécifiques de la souche T à partir des souches de Podospora pauciseta (CBS237.71) 

et Podospora pseudopauciseta (CBS411.78). Il n’a pas réussi à amplifier de cluster pour les souches de 

Podospora pseudoanserina (CBS124.78 et CBS253.71). En résumé, certaines espèces semblent 

présenter la version S du cluster et d’autres la version T (Figure II.22). 
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Figure II.22 : Arbre phylogénétique des Podospora construit à partir de quatre régions 

génomiques. Les quatre régions utilisées sont le nucITS ARN (situé sur le chromosome 3), une région 

intergénique localisée sur le chromosome 3 et étroitement liée au locus Het-S/s, ainsi que deux régions 

intergéniques situées sur les chromosomes 4 et 6. Les point rouges indiquent les « bootstraps » (>80%, 

100 réplicas). Des gènes du cluster 2209S sont présents dans les souches encadrées en rouge, tandis que 

des gènes du cluster 2209T sont présents dans les souches encadrées en vert. Les flèches noires montrent 

les zones de sénescence. Photographies réalisées par Charlie Boucher. D’après (Boucher et al., 2017). 
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c. Nouvelles données de RNAseq : identification du gène Pa_4_7097, 

responsable du phénotype de la souche A406 ? 

Récemment, le séquençage du génome de la souche A406 a été rendue disponible. En 

conséquence, les gènes composant le cluster 2209A406 (cluster 2209 présent dans A406) ont été définis 

(Figure II.23). De façon surprenante, l’organisation de ce cluster, c’est-à-dire la nature des gènes et leur 

synténie, ne diffère pas du cluster 2209S. Or, il a été montré que la souche A406 ne développait pas CG. 

Cette absence de phénotype CG serait-elle due à un autre élément codé par le génome de la souche 

A406 qui inhiberait les effets du cluster 2209 ? Ou serait-ce dû au cluster 2209A406 lui-même ? Une 

réponse partielle à ces questions a été suggérée par la découverte récente d’une nouvelle séquence 

codante au sein du cluster 2209S. 

 

Figure II.23 : L’organisation du cluster 2209 dans la souche A406 (en haut) est très 

similaire à celle du cluster 2209S (en bas). 

 

En effet, de nouvelles données de RNAseq de la souche S obtenues il y a peu ont montré la 

présence d’un nouveau gène. Elles ont été réalisées sur du mycélium âgé de quatre jours (contre deux 

jours pour les précédentes analyses). D’après ces dernières analyses, une séquence codante encore 

indéterminée se situerait entre les gènes Pa_4_7100 et Pa_4_7095, sur le même brin que ce dernier 

(Figure II.24). Ainsi, ce gène, nommé Pa_4_7097, ne s’exprimerait que dans des cellules depuis 

longtemps entrées en phase stationnaire. Parce que son identification est toute récente, la délétion de 

Pa_4_7097 est en cours et il n’apparait pas dans les études phylogénétiques présentées ci-après. Le gène 
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Pa_4_7097 étant situé sur le brin sens du cluster 2209S, la protéine produite pourrait donc être une 

protéine IDC régulant positivement la voie CG. De même, placé juste en amont du gène Pa_4_7095 (à 

moins de 100 pb de son codon initiateur), Pa_4_7097 pourrait interférer avec la transcription de 

Pa_4_7095 et par exemple la favoriser, créant ainsi un effet PDC dans la souche S. De manière 

intéressante, ce gène Pa_4_7097 est dépourvu de codon initiateur dans la souche A406, ce qui 

expliquerait l’absence de CG dans cette souche (Figure II.24). Il reste à déterminer si ce gène a un rôle 

dans CG et si l’absence de codon initiateur modifie son rôle dans la souche A406. 

 

 

Figure II.24 : L’homologue du gène Pa_4_7097 ne présente pas de codon initiateur dans 

la souche A406. 
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d. Traces du cluster 2209 chez les Sordariales 

D’après l’étude des souches de Podospora anserina sensus lato, le cluster 2209 est une région 

fortement divergente. Cependant, ce cluster est localisé au même endroit au sein des génomes et bordé 

par des gènes dont les homologues sont aisément identifiables. Par conséquent, il est tout de même 

possible de rechercher des gènes homologues à ceux du cluster 2209 chez des champignons proches 

d’un point de vu phylogénétique de P. anserina. P. anserina fait partie de la famille des 

Lasiosphaeriaceae et de l’ordre des Sordariales. La famille des Lasiosphaeriaceae est en fait 

paraphylétique. Elle se subdivise en quatre lignées (dites clade I, II, III et IV), dont une est apparentée 

au Chaetomiaceae (le clade IV qui contient P. anserina) et une autre aux Sordariaceae (le clade II) 

(Figure II.25). Le cluster 2209 a été retrouvé chez une large fraction des Sordariales ainsi que chez les 

Chaetosphaeriales, l’ordre qui lui est le plus proche, mais pas chez les Coniochaetales qui est un peu 

plus éloigné, ni d’ailleurs chez aucun autre champignon (Figure II.26). L’analyse du cluster dans les 

différentes lignées apporte des informations intéressantes. 

 

Figure II.25 : Phylogénie des Sordariales. D’après (Kruys and Wedin, 2009). 

 

• Chez les autres Lasiosphaeriaceae de clade IV 

Des versions diverses du cluster 2209 ont été identifiées chez des espèces proches de P. anserina 

telles que Podospora setosa, Apiosordaria backusii, Arnium arizonense et Cladorrhinum bulbillosum. 

Chez ces champignons, le cluster 2209 est bordé d’un côté par les gènes homologues à Pa_4_7080 et 

Pa_4_7070. A l’opposé, on retrouve les gènes homologues à Pa_4_7120 et Pa_4_7130 (pour P. setosa) 

ou les gènes homologues à Pa_4_7170 et Pa_4_7160 (pour A. backusii, A. arizonense et C. bulbillosum). 

De façon très intéressante, il est possible de différencier les clusters homologues au cluster 2209S de 

ceux homologues au cluster 2209T. Ainsi, P. setosa possède un cluster de type 2209S tandis que A. 

arizonense et C. bulbillosum présentent un cluster de type 2209T. En ce qui concerne A. backusii, il est 

étonnant d’observer la présence de deux clusters accolés : l’un de nature 2209T et l’autre de type 2209S.  
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Par ailleurs, on remarque qu’à l’exception de P. bellae-mahoneyi, dont le cluster est semblable 

à celui de la souche S, le gène Pa_4_7088 ne paraît pas avoir d’homologue chez les Lasiosphaeriaceae 

de clade IV. Ce locus, dont la fonction n’a pas été déterminée, semble donc spécifique aux souches S et 

P. bellae-mahoneyi. 

 

• Chez les Chaetomiaceae 

Chez les Chaetomiaceae, le groupe le plus proche des Lasiosphaeriaceae de clade IV, un grand 

nombre d’espèces possédant au moins l’homologue d’un gène du cluster 2209 a été identifié. Les traces 

génétiques du cluster 2209 sont situées en aval des gènes homologues à Pa_4_6420 et Pa_4_6430, et 

généralement en amont des homologues à Pa_4_7070 et Pa_4_7060. Cependant, seuls Madurella 

mycetomatis et Thielavia arenaria présentent des clusters presque complets avec respectivement huit et 

six gènes du cluster 2209. On note chez M. mycetomatis l’inversion du gène homologue à Pa_4_7090 

ainsi que son déplacement entre les gènes homologues à Pa_4_7102 et Pa_4_7100. Achaetomium 

strumarium et Thielavia antarctica quant à eux, possèdent quatre gènes du cluster 2209, deux gènes 

PDC (dont l’homologue à Pa_4_7100) et deux gènes IDC, tandis que Thielavia hyrcaniae et Thielavia 

appendiculata disposent d’un gène PDC (l’homologue à Pa_4_7100) et d’un gène IDC (l’homologue à 

Pa_4_7095). Concernant les autres Chaetomiaceae identifiés, ils possèdent un gène homologue à 

Pa_4_7100 ou son pseudogène. Il semble donc qu’au cours de l’évolution des Chaetomiaceae, les gènes 

du cluster soient perdus. L’orthologue du gène Pa_4_7100 qui régule négativement la boucle de 

régulation CG, semble donc être le dernier gène à disparaître après que le cluster 2209 eut subi de 

nombreux réarrangements. Cette règle comporte une exception : chez Thielavia terrestris, l’orthologue 

de Pa_4_7100 a disparu alors que ceux de Pa_4_7105 et Pa_4_7102 sont toujours présents. 

 

• Chez les Sordariaceae 

Chez les Sordariaceae, les gènes encadrant le cluster 2209 ne sont pas très conservés. Par 

ailleurs, une grande partie des Neurospora, dont le génome séquencé est accessible, ne possède pas de 

traces du cluster 2209. C’est notamment le cas pour N. crassa, N. tetrasperma, N. hispaniola, N. discreta 

et N. terricola. On ne retrouve d’ailleurs que deux gènes du cluster au maximum chez les 

autres Sordariaceae: des homologues à Pa_4_7095 et à Pa_4_7100. Il semble donc que chez cette 

famille, les gènes du cluster soient aussi perdus, et ceci de manière indépendante des Chaetomiaceae. 

Encore une fois, lorsqu’il ne reste qu’un gène (voire un pseudogène) du cluster, il s’agit de l’homologue 

à Pa_4_7100.  
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• Chez les Lasiosphaeriaceae de clade I 

Le cluster 2209 paraît bien conservé au sein du groupe des Lasiosphaeriaceae de clade I. En 

effet, les espèces identifiées présentent toutes un cluster bordé par les gènes homologues à Pa_4_8660 

et homologues à Pa_4_7080. De plus, ces clusters sont tous composés de six gènes : les homologues à 

Pa_4_7105, Pa_4_7102, Pa_4_7100, Pa_4_7095, Pa_4_7090 et Pa_4_7086, soit trois gènes IDC et 

trois gènes PDC.  

 

• Chez les Lasiosphaeriaceae de clade II 

Dans ce groupe des Lasiosphaeriaceae de clade II, seuls quatre génomes ont été séquencés et 

assemblés. Cercophora scortea, Podospora appendiculata, Bomobardia bombarda et Apodospora 

peruviana possèdent chacun un cluster identique à celui présenté par les Lasiosphaeriaceae de clade I. 

 

• Chez les Lasiosphaeriaceae de clade III 

Les Lasiosphaeriaceae de clade III comptent également peu de génomes disponibles. Chez 

Podospora didyma, Lasiophaeria miniovina et Lasiosphaeria ovina, les clusters de type 2209 identifiés 

sont relativement complet avec la présence de sept à huit gènes. 

 

• Chez les Chaetosphaeriales 

Dans le dernier groupe des Sordariales, le cluster 2209 a été identifié chez deux espèces : 

Thozetella sp. et Chaetosphaeria innumera. Chez ces deux champignons, le cluster se compose de gènes 

homologues à Pa_4_7111, Pa_4_7109, Pa_4_7105 et Pa_4_7102. De façon étonnante, aucun gène 

homologue à Pa_4_7100 n’a été retrouvé. Néanmoins, comme chez la très grande majorité des 

champignons présentant des traces du cluster, il existe un équilibre entre le nombre de gènes IDC et le 

nombre de gènes PDC : ici les Chaetosphaeriales disposent de deux gènes IDC et deux gènes PDC.  

 

• Chez les autres champignons 

Dans le groupe frère des Sordariales et des Chaetosphaeriales, les Coniochaetale, aucune 

espèce (dont le génome est disponible) ne semble posséder de cluster 2209. En outre, aucun des gènes 

du cluster 2209 n’a été identifié chez les champignons phylogénétiquement plus éloignés, à l’exception 

du gène Pa_4_7111, peut-être présent chez quelques Hypocreales. En effet, un motif situé dans la partie 

C-terminale des protéines codées par les gènes Pa_4_7111 et Pa_4_7107 est retrouvé chez certaines 
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espèces telles que Fusarium oxysporum ou Fusarium verticillioides. Ce très court motif (une trentaine 

de résidus dont moins de la moitié sont conservés entre Sordariales et Hypocreales) pourrait être apparu 

par évolution convergente ou avoir été transféré horizontalement. 

 

• Phylogénie du cluster 2209 : conclusions 

Le cluster 2209 semble donc spécifique aux Sordariales et aux Chaetosphaeriales. Néanmoins, 

le taux de divergence entre les protéines est tel qu’il n’est pas possible de s’assurer de l’absence 

d’homologues chez des espèces éloignées. Ainsi, il est difficile de déterminer le moment d’apparition 

de ce cluster. Cependant, il pourrait avoir joué un rôle important dans la survie des espèces puisqu’il 

s’est maintenu au cours de l’Évolution dans les groupes des Sordariales et des Chaetosphaeriales, dans 

lesquels la diversité est équivalente à celle des Chordés. De plus, de façon remarquable, il a généralement 

conservé la même synténie (à quelques exceptions près). La conservation du cluster à travers l’Évolution 

pourrait également s’expliquer par sa nature égoïste éventuelle. En effet, celui-ci pourrait favoriser sa 

propre transmission à l’image des « spores killers » (Grognet et al., 2014a). Quoi qu’il en soit, le cluster 

2209 a été réarrangé de nombreuses fois avec plusieurs évènements de duplication et délétions différents 

en fonction des espèces. Par conséquent, il semblerait que ce cluster soit ou a été soumis à une pression 

de sélection particulière. Cela est particulièrement vrai chez les Lasiosphaeriaceae du clade IV, où la 

distribution des deux types de cluster (S et T) au sein des différentes espèces suggère une évolution 

complexe : soit le cluster a été amplifié puis a subi de multiples délétions, soit le cluster a été soumis à 

une sélection balancée des deux types de cluster suivie de « lineage sorting », c’est-à-dire d’une 

distribution d’un des deux types de cluster au moment d’évènements de spéciations. En plus de cette 

évolution complexe et encore mystérieuse, le très faible pourcentage de ressemblance des différentes 

protéines homologues, suggère une évolution accélérée (un exemple est donné Figure A.4). Afin de 

déterminer si cette évolution est soumise à une pression de sélection positive, des premières analyses 

ont été lancées mais ne se sont pas révélées concluantes. En effet, les essais de quantification des 

changements synonymes par rapport aux non synonymes ne sont pas probants du fait d’une trop grande 

divergence des séquences (c’est notamment le cas lors de comparaisons entre les différentes espèces), 

ou au contraire, du fait d’une trop grande ressemblance (c’est le cas de la comparaison entre les 

séquences des souches de S et de A406). Ce point reste donc à éclaircir. 
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Figure II.26 : Le cluster 2209 est présent chez les espèces de Sordariales et de Chaetosphaeriales. Les gènes du cluster sont indiqués par des flèches. 

Les flèches à entaille représentent les gènes hors du cluster. Aucun gène du cluster n’a été identifié chez les espèces marquées d’une croix rouge. ɸ indique les 

pseudogènes. La double barre oblique détermine une autre région du génome. Les flèches vert kaki bordées de noir représentent les orthologues de Pa_4_7088. 

Les flèches noires dépourvues de nom représentent des gènes non identifiés. Les points d’intérogation expriment un doute sur la présence éventuelle d’un gène. 
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e. Hypothèse d’un cluster 2209 ancestral 

La détermination de ces nombreux gènes homologues aux gènes du cluster 2209 chez différents 

Sordariales a permis de construire des listes de données. Ces dernières se sont enrichies au fur et à 

mesure de l’identification de gènes homologues et ont ainsi permis de déterminer des gènes homologues 

dans des souches très divergentes de P. anserina. De surcroît, l’analyse plus fine de ces listes a révélé 

la nature surprenante de certains gènes du cluster. En effet, en comparant par exemple des gènes 

homologues à Pa_4_7111 avec l’ensemble des homologues à Pa_4_7107, il s’est révélé que Pa_4_7111 

est une duplication du gène Pa_4_7107 (Figure A.5). De la même manière, Pa_4_7105 est issu de la 

duplication du gène Pa_4_7107. Pareillement, Pa_4_7090 et Pa_4_7100 sont paralogues entre eux, tout 

comme Pa_4_7102, Pa_4_7095 et Pa_4_7086, ainsi que Pa_4_7108 et Pa_4_7109 (Figure A.5 et 

Figure II.27). Par conséquent, l’organisation génétique particulière du cluster 2209S peut être expliquée 

par des évènements de duplication et de délétions. Sous cette hypothèse, il aurait existé un cluster 

ancestral constitué de quatre gènes : Pa_4_7109, Pa_4_7107, Pa_4_7095 et Pa_4_7090 (Figure II.28). 

Ce cluster ancestral se serait dupliqué en son sein et aurait subi plusieurs délétions. Ainsi, les gènes 

Pa_4_7109 et Pa_4_7095, tous deux IDC étant situés sur le même brin, leur duplication a engendré cinq 

gènes IDC localisés sur le même brin d’ADN. Et il en est de même pour les gènes PDC issus de la 

duplication de Pa_4_7107 et Pa_4_7090.  

 

Figure II.27 : Mise en évidence des gènes paralogues dans le cluster 2209S. Les gènes 

partageant la même couleur sont paralogues entre eux.  
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Figure II.28 : Hypothèse d’un cluster 2209 ancestral. 

 

 Un modèle simple est donc ici proposé permettant de rendre compte des effets des différents 

gènes du cluster 2209 dans S : les gènes IDC coderaient pour différentes versions d’un même duplex de 

protéines favorisant la rétroaction positive et les gènes PDC, pour différentes versions d’un duplex 

réprimant les duplex engendrés par les gènes IDC, à la manière d’un système toxine/antitoxine (les 

protéines IDC du cluster jouant le rôle de toxines, et les protéines PDC jouant le rôle d’antitoxines). 

 

 

2. Etude du cluster 2209 dans différents contextes génétiques 

Pour étudier plus finement le cluster 2209, quatre souches de Podospora ont été sélectionnées : 

la souche S (P. anserina), la souche T (P. comata), la souche A406 (P. bellae-mahoneyi), et la souche 

CBS415.72 (P. pseudocomata). Ces espèces ne sont pas phénotypiquement très différentes sur milieu 

standard. Seule la souche CBS415.72 présente une longévité réduite par rapport aux autres souches 

choisies. Par ailleurs, comme il a été vu précédemment, les souches T, A406 et CBS415.72 ne présentent 

pas CG que ce soit sur M2 ou M2+YE (Figure II.29). On note cependant que la souche T est sujette à 

un autre phénomène de dégénérescence connue au laboratoire sous le nom de « Vauban », et s’exprimant 

sur le milieu M2+YE.  
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Figure II.29 : Test CG des souches S¸ T, A406, et CBS415.72. La flèche noire montre la barre 

de senescence développée par la souche CBS415.72. Les flèches bleues indiquent la dégénérescence de 

type Vauban sur la souche T sur M2+YE.  

 

a. Introgression du cluster 2209 des souches T, A406 et CBS415.72 dans la 

souche S 

D’après les observations précédentes, il semblerait que le cluster 2209S soit l’un des, voire le 

« master locus » responsable de CG. Pour confirmer ce point, une succession de croisements a été mise 

en œuvre afin d’insérer le cluster 2209 de chacune des souches T, A406 et CBS415.72 dans la souche S 

à la place du cluster 2209S. Pour cela, le mutant ∆86-11 (portant le marqueur de résistance à 

l’hygromycine B) est croisé avec chacune de ces souches. Dans la descendance, les spores sensibles à 

l’hygromycine B sont sélectionnées pour de nouveau être croisées avec la souche ∆86-11. Le même 

processus est appliqué aux spores de chaque nouvelle génération. Ainsi, on admet qu’après dix 

générations, l’ensemble du génome provient de la souche S, à l’exception de la région génomique liée 

au cluster 2209 issue des souches T, A406 ou CBS415.72. On obtient donc les souches 2209T>S, 

2209A406>S et 2209CBS415.72>S qui sont soumises à un test CG (Figure II.30). La souche S 

possédant le cluster 2209 de la souche T, A406, ou de la souche CBS415.72, présente des secteurs CG 

réduits (T et CBS415.72) ou accrus (A406) par rapport au témoin. Ainsi, il semblerait qu’un acteur 

supplémentaire serait présent dans la souche S. En l’absence de cluster 2209, la présence de cet autre 

élément ne serait pas suffisante pour produire l’élément C. En revanche, en présence des clusters issus 

des souches T ou CBS415.72, des secteurs se développent mais à moindre fréquence. Concernant la 

présence du cluster 2209 version A406 dans S, on peut remarquer la présence de secteur CG sur M2, et 

l’amplification de la dégénérescence sur M2+YE, en comparaison avec la souche S. Par conséquent, le 

cluster 2209A406 serait plus actif dans la souche S et aurait donc un impact plus important que le cluster 
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2209S. Il posséderait donc un activateur interne. De ce fait, la souche A406 ne possèderait pas l’élément 

activateur externe du cluster 2209. Il a été vu précédemment que la principale différence observée entre 

les clusters 22209S et 2209A406 concernait le gène Pa_4_7097. La protéine issue de ce gène 

nouvellement identifié est supposée être une protéine IDC régulant positivement CG (via peut-être une 

augmentation de l’expression du gène voisin Pa_4_7095). En conséquence, le gène Pa_4_7097 pourrait 

constituer un élément activateur interne du cluster 2209. 

 

 

Figure II.30 : Test CG des souches 2209T>S, 2209A406>S et 2209CBS415.72>S. La flèche 

verte montre un secteur CG sur M2. 

 

b. Introgression du cluster 2209S dans les souches T, A406 et CBS415.72 

Afin de déterminer d’autres acteurs potentiels régulant CG, l’insertion du cluster 2209S dans les 

souches T, A406 et CBS415.72 est mise en œuvre. Cependant, du fait de l’absence de marqueur de 

sélection permettant de suivre le cluster au cours des générations, une première introgression de la 

délétion ∆86-11 (portant le marqueur de résistance à l’hygromycine B) est réalisée dans ces trois 

souches. Pour cela, un premier croisement est effectué entre le mutant ∆86-11 et T, A406 ou CBS415.72. 

Dans la descendance obtenue, les spores portant le marqueur de sélection sont retenues pour de nouveau 

être croisées avec les souches T, A406 ou CBS415.72, et ce jusqu’à obtenir une dixième génération. A 

ce stade, l’ensemble du génome provient des souches T, A406 ou CBS415.72, à l’exception de la région 

génomique liée au marqueur de résistance à l’hygromycine B issue de la souche ∆86-11. Comme 

attendu, les mutants ainsi construits, nommés ∆86-11>T, ∆86-11>A406 et ∆86-11>CBS415.72, ne 

diffèrent pas des souches T, A406 ou CBS415.72 (Figure II.31). 
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Figure II.31 : Test CG des mutants issus de l’introgression de la délétion ∆86-11 dans les 

souches T (∆86-11>T), A406 (∆86-11>A406) et CBS415.72 (∆86-11>CBS415.72). Les flèches noires 

désignent le phénomène de sénescence, et la flèche bleue montre le phénotype « Vauban ». 

 

 

Actuellement, une deuxième succession de croisements est conduite à partir de ces constructions 

pour insérer le cluster 2209S dans les souches T, A406 ou CBS415.72. Pour ce faire, les croisements 

sont réalisés entre ∆86-11>T, ∆86-11>A406 ou ∆86-11>CBS415.72, et la souche S. A chaque 

génération, les spores ayant intégré le cluster 2209S ne possèdent plus la délétion ∆86-11 et sont donc 

sensibles à l’hygromycine B. Ainsi, ces spores sont sélectionnées pour être de nouveau croisées avec les 

souches ∆86-11>T, ∆86-11>A406 ou ∆86-11>CBS415.72, et ce jusqu’à la dixième introgression.  

 

c. Conclusions 

Le cluster 2209 est en cours d’être analysé dans différents contextes génétiques. Par 

introgression, il a été possible à présent, d’insérer le cluster 2209 version T, A406 et CBS415.72 dans la 

souche S. Ces premières constructions ont montré que le cluster 2209 n’était pas le seul élément 

responsable de CG. Ainsi, au moins deux autres acteurs se sont distingués. Le premier absent des 

souches T et CBS415.72, est présent dans S et augmenterait la fréquence d’apparition de l’élément C. 

Le deuxième est un élément supplémentaire dans le cluster de la souche A406 qui agirait en synergie 

avec le fond génétique de la souche S. En particulier, l’absence du gène Pa_4_7097 (par défaut de codon 

initiateur) serait un candidat intéressant pour le facteur interne au cluster. 
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III. ORGANISATION DES GENES IDC ET PDC DANS LA VOIE CG 

 La dégénérescence CG est le reflet de la mauvaise mise en place de la phase stationnaire 

contrôlée par la voie PaMpk1. Au cours des travaux actuels et passés, de nombreux acteurs de cette voie 

ont été identifiés. Pour déterminer les interactions entre ces différentes protéines et pour pouvoir 

ordonner cette voie de signalisation, des analyses d’épistasie sont mises en œuvre. Ces dernières 

consistent en l’étude de doubles mutants et de leur phénotype. Dans le cas d’une voie simple linéaire, le 

double mutant affecté à la fois dans une protéine activatrice et une protéine inhibitrice exprime le 

phénotype du simple mutant dont la protéine mutée agit en aval dans la voie d’activation. De cette 

manière, si l’activateur est en aval au sein de la voie, le double mutant développe le phénotype issu de 

l’inactivation de la voie. Au contraire, si l’inhibiteur est en aval dans la voie de signalisation, le double 

mutant présente un phénotype résultant de l’activation de la voie. Dans le cadre de la voie CG, des 

doubles mutants IDC PDC ont été construits. Un phénotype IDC de ces doubles mutants révèle que le 

gène IDC produit une protéine agissant en aval. De même, un phénotype PDC de ces doubles mutants 

indique que la protéine issue du gène PDC agit en aval. Cependant, la présence d’une boucle 

d’autorégulation positive ainsi que la présence probable de branches dans la voie peuvent venir perturber 

les interprétations.  

 

1. Association des mutations IDC du cluster 2209 avec la mutation AS6-5 

Le mutant AS6-5, dans lequel la fidélité de traduction est augmentée, est le mutant PDC dans 

lequel a été découvert le phénomène CG. Les travaux précédemment exposés ont mis en évidence les 

acteurs constituant la boucle d’auto-activation de la voie CG. Afin de mieux appréhender le rôle de 

chacun des gènes IDC du cluster 2209, les mutants IDC correspondant ont été associés à la mutation 

AS6-5. S’en est suivi un test CG pour déterminer la présence de cette dégénérescence (Figure II.32).  

 

  

Figure II.32 : Test CG des doubles mutants ∆86-11 AS6-5, ∆7102 AS6-5, ∆7108 AS6-5, 

∆7109 AS6-5, ∆7095 AS6-5 et ∆7086 AS6-5.  
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 D’après ces résultats, la délétion du cluster entier (∆86-11) ne permet plus à la mutation AS6-5 

de provoquer CG, confirmant que le cluster 2209 est l’élément régulateur majeur de la voie CG. En 

revanche, l’association de la délétion ∆7108 (IDC fort) avec la mutation AS6-5 n’inhibe pas le 

développement de CG sur M2+YE. Il existe donc au moins un autre acteur nécessaire, en plus du produit 

du gène Pa_4_7108, pour constituer la boucle d’activation. En outre, le second mutant IDC fort, ∆7102, 

combiné à AS6-5, développe aussi CG sur M2+YE, mais également un petit secteur CG issu de la phase 

stationnaire sur M2. La délétion de Pa_4_7102 permet donc de réduire partiellement CG provoqué par 

AS6-5. Encore une fois, le produit de ce gène joue un rôle important mais n’est pas suffisante pour 

activer pleinement la boucle d’activation. Ces résultats sont en accord avec le modèle toxine/antitoxine 

proposé précédemment. En effet, le cluster 2209S présenterait deux copies de ce système, et la délétion 

de l’une des deux serait insuffisante pour abolir CG. Pour ce faire, il faudrait inactiver simultanément 

les deux complexes indépendants toxine/antitoxine. Les doubles mutants ∆7109 AS6-5, ∆7095 AS6-5 et 

∆7086 AS6-5, quant à eux, ne présentent pas de différences significatives avec la souche AS6-5. Cela 

confirme le rôle plus réduit des produits des gènes Pa_4_7109, Pa_4_7095 et Pa_4_7086 dans la boucle 

d’activation.  

 

2. Association des mutations IDC du cluster 2209 avec des mutations de PDC1 

Dans un premier temps, la délétion du cluster entier a été associée avec la mutation PDC2205 

pour former le double mutant ∆86-11 PDC2205. Ce dernier se comporte comme le simple mutant ∆86-11 

(Figure II.33). Ceci confirme que le cluster 2209 est l’acteur majeur de la régulation de CG. La délétion 

de PDC1 ou la mutation PDC2205 ont également été associées au mutant IDC fort ∆7102. Les doubles 

mutants ainsi obtenus, ∆7102 PDC2205 et ∆7102 PDC1∆, présentent le même phénotype identique à celui 

du simple mutant PDC1∆ ou PDC2205 (Figure II.34). Des constructions similaires ont été réalisées avec 

le deuxième mutant IDC fort ∆7108. Et de manière identique, les mutants ∆7108 PDC1∆ et ∆7108 

PDC2205 développent un phénotype semblable à celui du simple mutant PDC1∆ ou PDC2205 (Figure 

II.34). Ces observations confirment la présence de deux acteurs indépendants au sein du cluster 2209S. 
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Figure II.33 : Le double mutant ∆86-11 PDC2205 se conduit comme la souche IDC ∆86-11. 

Les flèches noires montrent le phénomène de sénescence.  

 

 

 

Figure II.34 : Les doubles mutants ∆7102 PDC2205 et ∆7102 PDC1∆, et ∆7108 PDC1∆ et 

∆7108 PDC2205 présentent des phénotypes de types PDC fort identiques à celui des mutants PDC1∆ 

et PDC2205. 

 

 

3. Association des mutations PDC du cluster 2209 avec ∆PaMpk1 

Dans un second temps, ce sont les mutants PDC constitutifs, ∆7100 et ∆7090 qui ont été associés 

au mutant. En effet, selon le modèle proposé, PaMpk1 est cruciale pour le développement de CG. Par 

conséquent, il est attendu que les doubles mutants PDC ∆PaMpk1 présentent un phénotype IDC. Et de 

fait, ∆7100 ∆PaMpk1 et ∆7090 ∆PaMpk1 présentent un phénotype identique à celui du simple mutant 

∆PaMpk1 (Figure II.35). De la même manière, le double mutant ∆7105 ∆PaMpk1 développe aussi un 

phénotype ∆PaMpk1 (Figure II.35). Ces observations viennent confirmer le modèle selon lequel ces 

protéines PDC agissent en amont de la voie PaMpk1.  
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Figure II.35 : Les doubles mutants ∆7100 ∆PaMpk1, ∆7090 ∆PaMpk1 et ∆7105 ∆PaMpk1 

présentent un mycélium rose et plat, semblable au phénotype du mutant ∆PaMpk1.  

 

  

4. Analyse du double mutant ∆7111 PDC1∆ 

Enfin, le double mutant ∆7111 PDC1∆ a été construit dans le but de vérifier si PDC1 agit dans 

une voie parallèle ou dans la même voie que les protéines issues du cluster 2209S. Si la protéine 

engendrée par Pa_4_7111 et PDC1 agissent dans la même voie, le phénotype attendu du double mutant 

devrait être identique à ∆7111 ou à PDC1∆. En revanche, si ces deux acteurs agissent dans des voies 

parallèles, le double mutant obtenu devrait développer un CG plus fort, cumul des effets de ∆7111 et de 

PDC1∆. Il s’avère que ∆7111 PDC1∆ présente un CG très fort et peu pigmenté (Figure II.36). Il semble 

donc que ces deux protéines agissent en parallèle. Cependant, les autres doubles mutants PDC PDC1∆ 

ne sont pas encore disponibles, laissant donc en suspens la question de savoir si PDC1 agit réellement 

en parallèle des éléments du cluster 2209. 

 

Figure II.36 : Le double mutant ∆7111 PDC1∆ présente un phénotype CG fort. 

 

  

L’association des mutants du cluster 2209 avec d’autres mutants IDC et PDC connus (et situés 

à l’extérieur du cluster) sont en cours pour confirmer la place de chacun dans la voie CG. Cependant, 
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l’obtention de doubles mutants se révèle parfois délicate du fait de la stérilité femelle présentée parfois 

par les deux souches parentales.  

 

 

 L’ensemble des résultats présenté jusqu’alors confirme le modèle proposé dans lequel 

l’autorégulation de la voie PaMpk1 serait l’élément essentiel de la voie CG. Cette autorégulation serait 

contrôlée de manière complexe par deux systèmes, ou « sous-clusters », chacun composé de deux 

protéines codées par les gènes IDC agissant sur la régulation positive de la boucle, et de deux protéines 

engendrées par les gènes PDC la réprimant. A cela, vient s’ajouter PDC1 qui pourrait agir en tant que 

membre d’au moins un des complexes. Quant aux autres protéines IDC connues et pour lesquels la 

construction de doubles mutants est en cours, elles sont impliquées dans la régulation de PaMpk1 par la 

phase stationnaire. Elles agissent probablement en réprimant PDC1 et les protéines issues des gènes du 

cluster 2209S. 

 

5. Interactions au sein du cluster : perspectives 

La distance entre les différents gènes du cluster 2209 étant très réduite, la fréquence de 

recombinaison entre eux est nulle et il n’est donc pas possible d’obtenir de doubles mutants par simples 

croisements. Ainsi, pour construire des doubles mutants au sein du cluster, il est nécessaire d’insérer 

une cassette de délétion dans une souche déjà dépourvue d’un des gènes du cluster et également porteur 

de la mutation ∆mus51 (réduisant la fréquence de recombinaison non homologue). Les études en cours 

portent sur la construction de doubles mutants associant PDC constitutifs, ∆7100 ou ∆7090, avec IDC 

forts, ∆7102 ou ∆7108. Le phénotype des souches ainsi obtenues, ∆7100∆7102, ∆7100∆7108, 

∆7090∆7102 et ∆7090∆7108, devrait apporter des réponses quant aux interactions entre les protéines 

PDC et IDC dans l’hypothèse d’un système toxine / antitoxine. Si la double délétion touche un couple 

toxine / antitoxine, il est attendu à ce que le double mutant présente un phénotype similaire à celui de la 

souche S. En revanche si la double délétion supprime une toxine et une antitoxine non associées, il est 

supposé que le double mutant développe CG comme un mutant PDC. Afin de reconstituer les deux 

complexes prédits, il est entrepris d’associer les transgènes utilisés pour la complémentation. 
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CONCLUSION - DISCUSSION 

 

 Les mécanismes de régulation épigénétique sont des processus efficaces permettant aux 

organismes de s’adapter rapidement à leur environnement. En agissant sur trois niveaux (conformation 

de l’ADN, machinerie RNAi et régulation protéique), ils permettent de moduler l’expression des gènes 

et la réponse à un signal à différents degrés. Chez le champignon filamenteux modèle, P. anserina, 

plusieurs mécanismes épigénétiques ont été mis en évidence ces dernières décennies. Ainsi, les 

phénomènes de sénescence, de dégénérescence de forme Wavy, et d’incompatibilité végétative de type 

Het-S/s ont été identifiés chez ce microorganisme eucaryote. En particulier, le prion pHet-s responsable 

d’une incompatibilité végétative reste aujourd’hui l’un des prions les mieux caractérisés. Cependant, les 

autres phénomènes cités sont bien moins connus. En effet, bien qu’il existe une large littérature 

(couvrant une période de plus de 65 ans) sur la sénescence, le déterminant cytoplasmique et infectieux 

de la sénescence reste encore indéterminé. Depuis les premières analyses (Sainsard-Chanet et al., 1994), 

l’implication de la mitochondrie a été mise en évidence, mais le rôle des modifications mitochondriales 

dans la formation du déterminant reste à éclaircir (Jamet-Vierny et al., 1999). Concernant la 

dégénérescence Wavy, les études réalisées jusqu’à présent (Grognet, 2013; Lalucque and Silar, 2004) 

n’ont pas non plus permis de proposer un modèle permettant d’illustrer ce phénomène. Ce n’est pas le 

cas de la dégénérescence Crippled Growth pour laquelle un modèle fondé sur un comportement « prion-

like » a été proposé. CG est un phénomène artificiel observé en laboratoire par la culture de la souche 

sauvage S sur M2+YE. Pour étudier ce processus très particulier induit par une mauvaise mise en place 

de la phase stationnaire, de nombreux mutants IDC et PDC ont été isolés au laboratoire. Les premiers 

ont été largement étudiés et ont permis de dessiner un modèle au sein duquel la voie PaMpk1 et sa boucle 

d’activation jouent le rôle principal. Les travaux de thèse présentés ci-dessus sont venus enrichir ce 

modèle par l’étude de deux mutants PDC d’une part, et d’autre part, par la première analyse 

phylogénétique réalisée sur ce phénomène.  

 Tout d’abord, l’analyse du mutant PDC2205 a mené à la caractérisation de la protéine PDC1, 

première protéine identifiée comme régulant négativement la voie CG. Les études d’interactions 

épistatiques entre PDC1 et les autres protéines IDC connues permettent de la placer au niveau de la 

boucle de régulation positive de PaMpk1. Ainsi, la protéine PDC1 se situerait à ce niveau pour réprimer 

la boucle et entraver l’auto-activation de PaMpk1 dans les hyphes en phase de croissance d’une souche 

au développement normal sur milieu standard M2. Dans ces conditions, la phase stationnaire 

signaliserait via la NADPH oxydase PaNox1 et les protéines annexes (IDC1, IDC2, IDC3, PaWhi2, 

PaPsr1 et PaSo) la levée de la répression exercée par PDC1 et par conséquent, l’activation de la voie. 

Néanmoins, l’absence de PDC1 ne permet pas une induction constitutive de CG, suggérant qu’il existe 

d’autres acteurs impliqués dans la répression/activation de la boucle. Pour cela, les protéines codées par 

le cluster 2209S identifié grâce à l’étude du mutant PDC2209, offrent de bons candidats. Cependant, ils 
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ne sont probablement pas les seuls. En effet, le gène affecté dans le mutant PDC2208 (Figure II.1) 

pourrait également être à l’origine d’un des constituants du système de répression/activation. 

L’hypothèse la plus envisageable porte sur l’existence d’un complexe multiprotéique dont PDC1 serait 

l’un des composants. Les éventuelles interactions de PDC1 avec d’autres protéines (notamment les 

protéines IDC) seront probablement observées lors de possibles futures analyses biochimiques pour 

confirmer ce modèle. D’un point de vue évolutif, PDC1 est conservé chez tous les ascomycètes 

filamenteux (Pezizomycotina). Pour déterminer son rôle chez une espèce éloignée, il a été entrepris 

l’inactivation du gène orthologue à PDC1 chez Fusarium graminearum. Malheureusement, l’insertion 

d’une cassette de délétion chez ce champignon n’a pas abouti. La question de la conservation de la 

fonction de la protéine codée par ce gène en tant que répresseur de la voie MAPK est donc toujours en 

suspens. 

 L’étude du mutant PDC2209 a permis la découverte du cluster 2209 dont l’implication dans le 

contrôle de CG est complexe et multifactorielle. Ce dernier, composé de onze gènes dont dix sont 

impliqués dans la voie CG, est l’un des éléments régulateurs majeurs de cette dégénérescence. Il présente 

à la fois les gènes IDC codant pour les constituants de la boucle d’activation de PaMpk1 et des gènes 

PDC exprimant des inhibiteurs de cette boucle (Figure II.17). L’analyse phylogénétique couplée à la 

comparaison des différentes protéines codées par le cluster suggèrent un système ancestral de type 

toxine/antitoxine, à quatre composants. Il serait constitué de deux protéines nécessaires à la formation 

de la toxine et dont le rôle est d’activer la boucle de rétroaction positive, ainsi que de deux protéines 

nécessaires à la fabrication de l’antitoxine venant réprimer la boucle. Par ailleurs, le cluster 2209S 

présenterait au moins deux complexes indépendants toxines/antitoxines. Ceci est confirmé par l’analyse 

des doubles mutants construits par l’association des mutations IDC du cluster avec les mutations AS6-5 

et PDC1. Ainsi la présence d’une double boucle de rétroaction positive rend compte de la stabilité de 

CG et de sa capacité à se transmettre au cours des générations mitotiques. De manière intéressante, la 

délétion des gènes Pa_4_7100 et Pa_4_7090 engendre un CG constitutif, suggérant que la voie MAPK 

est toujours active dans ces souches. L’activation de la voie se ferait de façon constitutive à travers les 

deux complexes indépendants formés par les protéines codées par les gènes IDC. En conséquence, les 

deux complexes composés des protéines codées par les gènes PDC procéderaient simplement à la 

répression de celles issues des gènes IDC.  

 Les souches T, CBS415.72 et A406, possèdent leur propre version du cluster 2209. Leur analyse 

dans leur contexte génétique naturel ainsi que dans le contexte génétique S, révèle l’existence de facteurs 

génétiques, internes et externes au cluster, modulant la voie CG. De fait, le développement de CG est 

très limité lorsque le cluster 2209T se trouve dans un contexte génétique S. La grande divergence des 

protéines codées par ce cluster par rapport au cluster 2209S, permet d’expliquer leur inefficacité. Par 

ailleurs, l’absence complète de développement de CG dans la souche T s’explique par la présence d’un 

autre facteur modulant CG dans cette souche. C’est pourquoi, il est supposé que la souche T possède un 

élément répresseur ou ne dispose pas d’un facteur activateur. La protéine PDC1 est une candidate pour 
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remplir cette fonction. Toutefois, la comparaison entre les deux protéines orthologues des souches S et 

T montre une grande conservation de séquence, incluant les six acides aminés conservés et essentiels à 

l’activité de PDC1 (Figure C.1). La délétion de l’orthologue à PDC1 dans la souche T a été entreprise 

dans le but de différencier les deux modèles (répresseur ou activateur de la voie CG). Malheureusement, 

parce que la souche T est plus difficile à manipuler génétiquement que la souche S, cette délétion s’est 

révélée sans succès. 

 

 

Figure C.1 : PDC1 et son orthologue présent dans la souche T sont similaires. La séquence 

protéique de PDC1 est en bleu, celle de son orthologue dans la souche T est en vert. Les résidus 

conservés sont en rouge. Les étoiles indiquent les différences entre les deux protéines.  

 

 L’absence de séquence génomique de la souche CBS475.72 ne permet pas de conclure quant au 

déterminant génétique interne au cluster 2209 qui diminuerait le développement de CG. En revanche, le 

génome de la souche A406 est disponible. Cela a permis d’établir une corrélation entre l’augmentation 

de CG dans la souche S introgressée avec le cluster 2209A406 avec la présence d’une mutation dans 

une séquence codante nouvellement identifiée. De plus, tout comme CBS475.72 et T, cette souche n’est 

pas capable de présenter CG. Il existe donc un élément externe au cluster et de nature inconnue ayant 

pour effet d’abolir CG dans ces souches. Ce facteur, commun aux trois souches ou non, peut consister 

en un répresseur ou être le reflet de l’absence d’un activateur. Pour discerner ces deux hypothèses, 

plusieurs analyses ont été engagées par Philippe Silar. La première consiste en l’introgression du cluster 

2209S dans chacune des souches T, A406 et CBS475.72, ceci afin de vérifier que ce cluster n’est pas 

responsable de CG par lui-même dans chacun de ces trois fonds génétiques. La seconde réside en 

l’introgression de ce facteur externe au cluster dans le contexte génétique S. Pour cela, le défaut de 

développement de CG en présence du cluster 2209S est suivi au cours des générations. Et effectivement, 
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les premiers croisements analysés suggèrent qu’il existerait un élément qui ségrége 2:2. Un locus serait 

donc responsable de l’absence de CG dans chacune des trois souches.  

  Le rôle particulier et inhabituel de ce cluster est soutenu par l’analyse de son évolution. En effet, 

ce cluster semble présenté une évolution rapide comme le montre (1) le faible taux de ressemblance 

entre les gènes orthologues d’espèces proches, (2) l’apparition et la disparition de gènes sans orthologue 

chez les autres champignons, à l’image de Pa_4_7088, (3) la disparition ou l’émergence de pseudogènes 

dérivés des gènes du cluster, en particulier sa disparition complète chez les Neurospora. De manière 

intéressante, Pa_4_7100, codant très probablement une antitoxine importante, semble être le plus 

souvent le dernier gène à disparaître. Plus spécifiquement chez les Lasiosphaeriaceae du clade IV, le 

cluster 2209 semble avoir subi de nombreuses amplifications et/ou une sélection balancée suivie de 

« lineage sorting ». Ce mode d’évolution complexe suggère que cette région génomique présente 

éventuellement des rôles antagonistes. Ainsi, il est possible que CG ait un rôle négatif important dans la 

nature en limitant la prolifération de P. anserina, bien que jusqu’à présent, la dégénérescence n’ait été 

observée qu’en laboratoire. Le mode de régulation de la voie PaMpk1 pourrait quant à elle conférer un 

effet bénéfique. Dans une situation de défense contre un compétiteur par exemple, l’autorégulation de 

cette voie permettrait d’apporter une réponse rapide. Cet aspect a été évalué au cours de ces travaux par 

des tests d’interférences hyphales. Cependant, ces expériences réalisées au laboratoire restent limitées. 

En particulier, un retard du temps de réaction ne peut être détecté que par observation en temps réel sous 

microscope. La mise en place de tels contrôles et leur interprétation ne sont bien évidemment pas aisées 

à réaliser. De façon alternative, le cluster pourrait constituer un élément génétique égoïste qui favorise 

sa propre transmission. Cette hypothèse n’a pas été investiguée et reste donc à tester. Néanmoins, parce 

que les gènes IDC et PDC semblent toujours être présents en tandem, il a été supposé qu’il code un 

système toxine/antitoxine. Or, ce type de système est connu pour détenir un comportement égoïste. Cette 

dernière supposition expliquerait le maintien du cluster, mais également le fait que le gène orthologue à 

Pa_4_7100 (qui engendre une protéine PDC, potentielle antitoxine) soit le dernier existant chez certains 

champignons. 

En résumé, l’analyse des mutants PDC s’est révélée aussi riche en enseignements que l’étude 

des mutants IDC. Ces derniers avaient permis de dessiner le modèle selon lequel CG est lié à l’activation 

anormale de la voie PaNox1/PaMpk1. Ce nouveau type d’élément épigénétique identifié présente un 

comportement analogue à celui des prions, mais fondé sur l’activation d’une voie de régulation, et non 

sur la trans-conformation d’une protéine. Comme attendu, la nature multipartenaire de ce système le 

rend bien plus complexe qu’un prion. Cela est en particulier confirmé par l’analyse du cluster 2209 et 

de ses dix (voire onze) gènes importants. La Figure C.2 résume l’ensemble des données collectées 

jusqu’à aujourd’hui. Elle devra par la suite être compléter par (1) la protéine codée par le gène affecté 

dans le mutant PDC2208 qui semble également avoir un rôle très important au vu du CG très fort 

développé par ce mutant, et (2) l’élément répresseur présent dans les souches T, A406, et CBS415.72 ou 

le facteur activateur présent dans la souche S, modulant CG. Dans ce système, la biochimie permettrait 
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éventuellement de déterminer de nouveaux facteurs interagissant avec des protéines déjà identifiées. 

Cependant, la capacité des techniques biochimiques à capturer un grand nombre de protéines peut se 

révéler limitante et laborieuse pour l’identification des différentes interactions. La génétique quant à 

elle, s’avère plus performante pour mettre en évidence les protéines impliquées dans un tel processus. 

De plus, maintenant que les séquences génomiques sont disponibles ou facilement déterminables, 

l’étape limitante d’identification des gènes n’en est plus une. La détermination et la caractérisation de 

PDC1 et du cluster 2209 en est un bon exemple. Ainsi, à notre connaissance, Crippled Growth est 

aujourd’hui avec le phénomène white-opaque présenté par Candida albicans, le système de switch 

phénotypique épigénétique le mieux connu chez les eucaryotes. Ces deux systèmes se révèlent 

complexes avec de multiples boucles de rétroaction, loin de ce qui est envisagé dans le design des 

modules de régulations de la biologie de synthèse. 
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Figure C.2 : Modèle proposé exposant la voie de régulation CG. 
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ANNEXES II : FIGURES 

 

 

Utilisation Nom Séquence 

Délétion du 

gène 

Pa_4_7109 

(966 pb) 

7109-1F ttggtagtgttggtggccgttggaatctgt 

7109-2R ctatttaacgaccctgccctgaaccggcctctttctgacgagacctgctgcaactc 

7109-MkF gagttgcagcaggtctcgtcagaaagaggccggttcagggcagggtcgttaaatag 

7109-MkR actgaggtatcgttgtaaaagtccccgccgcatcgaactggatctcaacagcggtaag 

7109-3F cttaccgctgttgagatccagttcgatgcggcggggacttttacaacgatacctcagt 

7109-4R agcatcccgactcttgcaaagcctccaatt 

Délétion du 

gène 

Pa_4_7107 

(714 pb) 

7107-1F gactggcgaggagcctctctgtaaaagtta 

7107-2R ctatttaacgaccctgccctgaaccgataaacgaacggaagctggtgaggtagttg 

7107-MkF caactacctcaccagcttccgttcgtttatcggttcagggcagggtcgttaaatag 

7107-MkR aaggacagtgaagtgttatgcggtcaagaacatcgaactggatctcaacagcggtaag 

7107-3F cttaccgctgttgagatccagttcgatgttcttgaccgcataacacttcactgtcctt 

7107-4R cggggacttttacaacgatacctcagtcat 

Délétion du 

gène 

Pa_4_7108 

(951 pb) 

7108-1F cgaacggaagctggtgaggtagttgaagagg 

7108-2R ctatttaacgaccctgccctgaaccgtgagaacaagaggaagggaggtgggatcga 

7108-MkF tcgatcccacctcccttcctcttgttctcacggttcagggcagggtcgttaaatag 

7108-MkR gtccacggctttagacctttgacgccctagcatcgaactggatctcaacagcggtaag 

7108-3F cttaccgctgttgagatccagttcgatgctagggcgtcaaaggtctaaagccgtggac 

7108-4R gcaccgcatttcccgattctgtttccatgg 

Délétion du 

gène 

Pa_4_7105 

(651 pb) 

7105-1F ggatccttggtgaccatcttgttgttgata 

7105-2R ctatttaacgaccctgccctgaaccgaggcgaattaagcaaaggtttcttttcctg 

7105-MkF caggaaaagaaacctttgcttaattcgcctcggttcagggcagggtcgttaaatag 

7105-MkR acagacacacagcttgtcgaatccgatattcatcgaactggatctcaacagcggtaag 

7105-3F cttaccgctgttgagatccagttcgatgaatatcggattcgacaagctgtgtgtctgt 

7105-4R ggttggtctagcagagaaaggggaagaaac 

Délétion du 

gène 

Pa_4_7100 

(957 pb) 

7100-1F cgggcgtttaatgctgatagaatgatatgg 

7100-2R ctatttaacgaccctgccctgaaccgctaaacagaaggctgatgatcgggaaactc 

7100-MkF gagtttcccgatcatcagccttctgtttagcggttcagggcagggtcgttaaatag 

7100-MkR caaaacgtcagggtaagttgatgcacttgtcatcgaactggatctcaacagcggtaag 

7100-3F cttaccgctgttgagatccagttcgatgacaagtgcatcaacttaccctgacgttttg 

7100-4R cgaatgtcttacagtgccgaaagttccata 
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Délétion du 

gène 

Pa_4_7095 

(796 pb) 

7095-1F gggacgactctctcttctcttggctggtgt 

7095-2R ctatttaacgaccctgccctgaaccggcggttctgcagatttggtttgtggtaggg 

7095-MkF ccctaccacaaaccaaatctgcagaaccgccggttcagggcagggtcgttaaatag 

7095-MkR gactgggtccacacacacgatgaaacacgacatcgaactggatctcaacagcggtaag 

7095-3F cttaccgctgttgagatccagttcgatgtcgtgtttcatcgtgtgtgtggacccagtc 

7095-4R tgtgggaatagggcctcgatactgtaaccga 

Délétion du 

gène 

Pa_4_7090 

(804 pb) 

7090-1F ggaactggtcactcaatcgtgccttaaaac 

7090-2R ctatttaacgaccctgccctgaaccggggtgtgagctgctgttgaaagtcttgtat 

7090-MkF atacaagactttcaacagcagctcacaccccggttcagggcagggtcgttaaatag 

7090-MkR ccatccccaagtaaaaggaaatgtgagaaacatcgaactggatctcaacagcggtaag 

7090-3F cttaccgctgttgagatccagttcgatgtttctcacatttccttttacttggggatgg 

7090-4R gatgtcagggatgggctagtgtttgcttat 

Délétion du 

gène 

Pa_4_7088 

(363 pb) 

7088-1F aggacatggaattgaacaaatttccaatcg 

7088-2R ctatttaacgaccctgccctgaaccgtttacacagggcctttgctcatgaatacac 

7088-MkF gtgtattcatgagcaaaggccctgtgtaaacggttcagggcagggtcgttaaatag 

7088-MkR gttttaaggcacgattgagtgaccagttcccatcgaactggatctcaacagcggtaag 

7088-3F cttaccgctgttgagatccagttcgatgggaactggtcactcaatcgtgccttaaaac 

7088-4R gggtgtgagctgctgttgaaagtcttgtat 

Délétion du 

gène 

Pa_4_7086 

(643 pb) 

7086-1F ggctgtgtctggcttggtcatgatggttgt 

7086-2R ctatttaacgaccctgccctgaaccgcgtgtgcttttatccgaggtctttgctgtgg 

7086-MkF ccacagcaaagacctcggataaaagcacacgcggttcagggcagggtcgttaaatag 

7086-MkR gatgaaatcccgaagccaaaagagcgcgtgcatcgaactggatctcaacagcggtaag 

7086-3F cttaccgctgttgagatccagttcgatgcacgcgctcttttggcttcgggatttcatc 

7086-4R gttttacaccgaccacacgcacacagttgc 

 

 Tableau A.1 : Amorces utilisées pour la délétion des gènes du cluster 2209. Sont représentés 

en gras les régions 3’ des amorces qui ne s’apparient pas lors de la première PCR. 
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 Figure A.1 : Principe de la délétion d’un gène par la méthode de « split-marker ». Trois 

évènements de recombinaison doivent avoir lieu pour insérer la cassette de délétion à la place du gène 

cible. D’après (Silar, 2013).  
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Figure A.2 : Résultats de Southern blot des délétions des gènes du cluster 2209.  
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Figure A.3 : Complémentation des mutants de délétion du cluster 2209. Les allèles sauvages 

ont été insérés de manière ectopique. Pour la complémentation des souches IDC, les implants sont issus 

de cultures âgées de trois jours et sont déposés sur M2+YE. Dans ces conditions, la souche sauvage 

développe des secteurs CG. Pour la complémentation des souches PDC, les thalles présentés ici sont 

issus de trois repiquages successifs sur M2.  
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Query: 1   MAQTSSTGEADTF--DSICITRLHEHSHGGLASGSLEHFVSPVSIDLGGPHTISTALASK 58 

           MAQT S  +A     D I ITR +EH   G  +   +H VSPV+ D GGP+TIST  AS  

Sbjct: 1   MAQTPSLHKAPGTEPDPIRITRAYEHVLNGFVARETDHLVSPVTTDPGGPNTISTYSASI 60 

 

Query: 59  LLEIGLDELDALVKIKRHIVHVDWRYETPNPKFTTRHLVIAGSFPMIAFAGGTQWFENVA 118 

           L  +     +A  K K   +H+DWRY  PNPKFTTRHL++ GS P + FAGGT W+ENVA 

Sbjct: 61  LFAVDQKVAEARAKAKECHIHLDWRYGPPNPKFTTRHLLVLGSSPTVGFAGGTAWYENVA 120 

 

Query: 119 RTSVFRGEQETMPIPDDLRDPAWITPLTSRKPSLNTGPQLGNLSGLQHTCRQEPNRWARA 178 

           + SVFRGEQETM IP+ L+ PAW TPL  RK  L TG + G+  G QH C QEP+RW RA 

Sbjct: 121 KASVFRGEQETMSIPNYLQSPAWTTPLDPRKSLLTTGAETGSFIGSQHPCWQEPSRWTRA 180 

 

Query: 179 LSPPELSDTSRTVSPDPEDDQLSNCSDTASTGSAFSEATAPRIYTPAPSRQNSSSLADIN 238 

            SPPEL DT R  SP PE+DQLS CSD AS  S FSEAT P +YTPAPSRQNSSSLADIN 

Sbjct: 181 FSPPELLDTPRKGSPGPEEDQLSVCSDPASVDSTFSEATTPSLYTPAPSRQNSSSLADIN 240 

 

Query: 239 GAWMDCQIQQQFQSEAFQQQRKQAEDLYMRTGDVSGLIGVIKTASQFSQSGSSTGAFG 296 

           GAWMD +IQQQFQSEAFQQQ+KQAEDLY++TGDVSGLI V+  ASQFS  G S G  G 

Sbjct: 241 GAWMDLRIQQQFQSEAFQQQKKQAEDLYVQTGDVSGLISVMNMASQFSNGGPSIGTPG 298 

 

A : Comparaison de Pa_4_7100 (Query) par rapport à son orthologue présent chez 

Podospora setosa (Sbjct): 62% d’identité, 71% de similarité. 

 

 

 

 

Query: 7   SRNKNGLAMVREAQNPQTTTSVPTDSRFPIPPGAAERPV-----RKRRRSSGLSAVQPEN 61 

           SRN  G AMV     PQ     P ++  P   GAA         +KRRR     +  P   

Sbjct: 46  SRNNTGPAMV-----PQ----FPMNNSGPTSLGAANEASLSERHQKRRRVDCSPSPSPTQ 96 

 

Query: 62  ASRAINLHEAPPIET-------RPRVETFVP-ISSEINSERRVSRGSWSRRRLLQEV--- 110 

            +      + P           RP  +T +   SS+IN   +  +  W  RRLLQ++    

Sbjct: 97  QAPPSGPGQTPLSSLTRLSRGGRPDGQTSISEFSSQINP--KAPKRGWQTRRLLQQIPGP 154 

 

Query: 111 --REAVSFLSAS-----GEKFAIGVIVRRDLRQSFVSESAVSFLGFRPMNLPVPRRPLLS 163 

             +EAVS  S       GEK AI VI   +L+QS +S S V  LG    +LPV R    S 

Sbjct: 155 KEKEAVSIFSIDKSGFIGEKVAINVIYEDNLQQSLLSSSVVRCLGMDSEDLPVKRCAFFS 214 

 

Query: 164 ISSGQIRPERYVRAVVEQVEISNGGRVRLQTGDMLVVDDRQFPPGVHAILCGNFFHRDEA 223 

            SSG I P++YV   +EQV++ +GGR + Q GDMLVVD  +F PGVHA+L  +FF R    

Sbjct: 215 ESSGLIHPQQYVEVAMEQVDMDSGGR-KSQLGDMLVVDSARFKPGVHAVLRRDFFERGTR 273 

 

Query: 224 GHSSSIAANQSTYSQR--QPH--RTSYQNSAQSSTARSEFTSDSSLFTVPTLINNLVFDD 279 

              +S  + ++TY  R   P+    S  +S QS++  S  T +S ++T  + +    FD  

Sbjct: 274 ERLTSRGSERNTYQPRAADPYLFAQSVPSSTQSNSEMSGHTGNSFVYTATSSMGR-SFDK 332 
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Query: 280 DAGIPPNYAPYNGHHQQTGIPTLIHPN--AGQGYMTAAIP-PLNTGQFMQPPLWNQNMVM 336 

           +  I PNY P N +   TG+P L  P     QGY   ++  P N  Q M P + + +++  

Sbjct: 333 EPRIRPNYNPQNAY---TGMPMLTTPTNLQPQGYSAGSMALPGNFAQGMHPQMLDPSLIA 389 

 

Query: 337 DNFPPLGNQNFKMPGPAPPPNGAYGPDG 364 

            +  PL + N            +Y P G 

Sbjct: 390 ADISPLADPNLITYSGGQSATSSYWPSG 417 

 

B : Comparaison de Pa_4_7102 (Query) par rapport à son orthologue présent chez 

Podospora setosa (Sbjct): 33% d’identité, 46% de similarité. 

 

 

 

 

 

Query: 1    MADATSTTAAAAPPKE-----PVADEQNVEKPAETQTEEVVEEEEEEEQLEDAPFIVKIV 55 

            MADAT  T   APPKE     P+ +E   E PAET+ EE   EEE+ EQLEDAPF+VKIV 

Sbjct: 1    MADAT--TPETAPPKEQVLGTPLGEEAAGEAPAETRPEE---EEEDGEQLEDAPFVVKIV 55 

 

Query: 56   LPHDDKTFELPVSPLEQIHEIRQSIIEHPIAVQYSCFHLEHNGQRINDFINVSDVEGLAN 115 

            LPH+DKTFELPVSPLEQIHEIRQSIIEHPIAVQYSCFHLEH+GQRINDFI VSDVEGLA+ 

Sbjct: 56   LPHEDKTFELPVSPLEQIHEIRQSIIEHPIAVQYSCFHLEHSGQRINDFIQVSDVEGLAH 115 

 

Query: 116  NSELHVVEDPYSEKEARIHFIRVRELIGAAGDRTDTVQGILSGASVFDDVVAEADKQAGA 175 

             SEL VVEDPY+EKEARIHFIR+RELIGAAGDRTDTVQGILSGASVFDDVVA+A +Q  A 

Sbjct: 116  GSELRVVEDPYTEKEARIHFIRIRELIGAAGDRTDTVQGILSGASVFDDVVADAAEQVEA 175 

 

Query: 176  EVAVQEYNFEAGVSPSILLPKEHEAAPKTVKLITLSSWNPPPAPLRQKGHLLYLTITTNE 235 

            EV  Q Y+FEA V+PSILLPKE   APKTVKLITLSSWNPPPAPLRQKGHLLYLTITTNE 

Sbjct: 176  EV--QAYDFEAAVNPSILLPKETPPAPKTVKLITLSSWNPPPAPLRQKGHLLYLTITTNE 233 

 

Query: 236  GEQFQVTSHAGGFYVNNSSNSKFDPSPKQDKKAGVISAHSLYTLLEKLSPSFAESYEAFQ 295 

            GEQFQVTSH GGFYVNNSSN+KFDPSPKQDKKAGVISAHSLYTLLEKLSPSFA+S+  FQ 

Sbjct: 234  GEQFQVTSHVGGFYVNNSSNNKFDPSPKQDKKAGVISAHSLYTLLEKLSPSFAQSFVDFQ 293 

 

Query: 296  KFANRKDPLATFQIGNTVPSAPWLVPSTSSPLVAHIADPTRSQETFLLGGAENTDSLRDW 355 

            +FANR+DPLATFQIGNTVPSAPWLVPSTSSPLVAHIADPTRSQETFLLGGAENTDSLRDW 

Sbjct: 294  QFANRRDPLATFQIGNTVPSAPWLVPSTSSPLVAHIADPTRSQETFLLGGAENTDSLRDW 353 

 

Query: 356  NEEFQSARELPKDTIQDRVFRERLIAKLHADYNDAAARGAVLVARGEVAPLNPTEGRDAQ 415 

            NEEFQSARELPKDTIQDRVFRERLIAKLHADYNDAAARGAVLVARGEVAPLNPTEGRDAQ 

Sbjct: 354  NEEFQSARELPKDTIQDRVFRERLIAKLHADYNDAAARGAVLVARGEVAPLNPTEGRDAQ 413 

 

Query: 416  IFVYNNVFFSFGADGVGTFTSEGGDEAAKVATGKDVFGVKLVNQLDIDGLYTPGTVVVDY 475 

            IFVYNNVFFSFGADGVGTFTSEGGDEAAKVATGKDVFGVKLVNQLDIDGLYTPGTVVVDY 

Sbjct: 414  IFVYNNVFFSFGADGVGTFTSEGGDEAAKVATGKDVFGVKLVNQLDIDGLYTPGTVVVDY 473 

 

Query: 476  LGKRIVGQSIVPGIFKQPEPGENQIHYGAVDGKDVVAADEAFAPGFATLASYLRVKKHAV 535 
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            LGKRIVGQSIVPGIFKQPEPGENQIHYGAVDGKDVVAAD+AFAPGF  LA +LRVKKHAV 

Sbjct: 474  LGKRIVGQSIVPGIFKQPEPGENQIHYGAVDGKDVVAADQAFAPGFEKLAGFLRVKKHAV 533 

 

Query: 536  WDKENKRHDLEASVEMKGLLGTDGRKYVLDLYRITPLDIQWMEEASPEGAEYPHRMTVLR 595 

            WDKENKRHDLEASVEMKGLLGTDGRKYVLDLYRITPLDIQWMEEASPEGAEYPHRMTVLR 

Sbjct: 534  WDKENKRHDLEASVEMKGLLGTDGRKYVLDLYRITPLDIQWMEEASPEGAEYPHRMTVLR 593 

 

Query: 596  PELVESLSKQKAREYLSAEVSKRDSKKTKEVKEETKEEAKEEAKEEAKEEAKEETKEEIK 655 

            PELVESL KQKAREY++AE+ KR + K +E KEETKEE KEE KEE KEE KEETKEE K 

Sbjct: 594  PELVESLGKQKAREYVNAELRKRAALKEEETKEETKEETKEETKEETKEETKEETKEETK 653 

 

Query: 656  EE------EEKKE------REAKEEGAEEAEEKKEEEKTDRIDMSGFKFALNPDVFSGQV 703 

            EE      EE KE       E+KEE  EE +E++EEEKTDRIDMSGF FALNPDVFSGQV 

Sbjct: 654  EESKEETKEESKEESKETKEESKEETKEEKKEEEEEEKTDRIDMSGFTFALNPDVFSGQV 713 

 

Query: 704  PQTDEEKEEMAKDEQDVRDACKYLTETVIPTLLRDLKESDISFPMDGRSLSALLHRRGIN 763 

            PQTDEEKEEMAKDEQDVR+ACKYLTETVIP LLRDLKESDISFPMDGRSLSALLHRRGIN 

Sbjct: 714  PQTDEEKEEMAKDEQDVREACKYLTETVIPGLLRDLKESDISFPMDGRSLSALLHRRGIN 773 

 

Query: 764  MRYLGKLAQKSAPETTDKEEKVDGDRLKCFREVCVREMIARAFKHIAAKYLKSLPLSLTS 823 

            MRYLGKLAQ+S           D  RL+CFR VCVREMI+R+FKHIAAKYLKSLPLSLTS 

Sbjct: 774  MRYLGKLAQES-----------DSTRLECFRAVCVREMISRSFKHIAAKYLKSLPLSLTS 822 

 

Query: 824  ACFAHLYNCLLGFGLNPKPEAEIDEAYRALFSDADLAFEKVTPESLREEVQHEVARRFRY 883 

            AC AHLYNCLLGFGLNPKP+AEIDEAYRALFSDADLAFEKVTPESLREEVQHEVARRFRY 

Sbjct: 823  ACLAHLYNCLLGFGLNPKPQAEIDEAYRALFSDADLAFEKVTPESLREEVQHEVARRFRY 882 

 

Query: 884  TLAENWYTEARPVQLLRETALKLGLQLQASKFHFTQAEADAAAAAAAPAPAPVQTNGQAA 943 

            TLAE+WY+E RP+QLLRETALKLGLQLQASKFHFTQAEAD AAAA APAPA  Q NGQAA 

Sbjct: 883  TLAEDWYSETRPLQLLRETALKLGLQLQASKFHFTQAEAD-AAAATAPAPALAQINGQAA 941 

 

Query: 944  TESTGSKKKKGKKARDASPSSIVSTTVPHTFSSDDFVNVVPLIKDSCPRSALAEEALEAG 1003 

             ESTGSKKKKGKKARDASPSSIVST VPHTFS DDFVNVVP+IKDSCPRSALAEEALEAG 

Sbjct: 942  AESTGSKKKKGKKARDASPSSIVSTAVPHTFSPDDFVNVVPIIKDSCPRSALAEEALEAG 1001 

 

Query: 1004 RLSIYQGQKKIGEDLLLESLSLHEQIYGLVHPEVAQMYHTLSQMYFNLDQKDAAVELARK 1063 

            RLSIYQ Q+KIGEDLLLESLSLHEQIYGLVHPEVAQMYHTLSQMYFNLDQKDAAVELARK 

Sbjct: 1002 RLSIYQNQRKIGEDLLLESLSLHEQIYGLVHPEVAQMYHTLSQMYFNLDQKDAAVELARK 1061 

 

Query: 1064 AVIVSERTLGIDSAETVLNYLNLSLFLHQRGDSKIALVYARHALDVWKLIYGPDHPDTIT 1123 

            AVIVSERTLG+DSAETVLNYLNLSLFLHQRGDSKIALVYA+HALDVWK+IYGPDHPDTIT 

Sbjct: 1062 AVIVSERTLGLDSAETVLNYLNLSLFLHQRGDSKIALVYAQHALDVWKMIYGPDHPDTIT 1121 

 

Query: 1124 TINNYAVMLQSIRAYTESRRWFEESLRVCDQVFGRNSINSATLLFQLAQALALDQDAKAA 1183 

            TINNYAVMLQSIRAY ESRRWFEESLRVC++VFGR SINSATLLFQLAQALALDQDAKAA 

Sbjct: 1122 TINNYAVMLQSIRAYHESRRWFEESLRVCEKVFGRQSINSATLLFQLAQALALDQDAKAA 1181 

 

Query: 1184 VDRMKESYSIFKALLGADDKNTKEAEHWLTQLTHNAVSIARQTKELAAKRARAGYKFTSS 1243 

            VDRM+ESY+IFKA+LGA+DKNTKEAEHWL QLTHNAVSIA+Q K+LAAKRARAGYKF SS 

Sbjct: 1182 VDRMRESYNIFKAVLGAEDKNTKEAEHWLEQLTHNAVSIAKQAKDLAAKRARAGYKFASS 1241 
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Query: 1244 GVGVGSVTGAPAQLPGARGAAPSTKDSRNIDELMKYIEGGDKKTKGGSGGGKKRPGKANP 1303 

            G  VGSVTGA AQLP  R AAP++KD+RNIDELMKYIEG DKK KGGS GGKKRPG+ANP 

Sbjct: 1242 GATVGSVTGAGAQLPD-RAAAPASKDARNIDELMKYIEGSDKKGKGGS-GGKKRPGRANP 1299 

 

Query: 1304 KRRGGASGTA 1313 

            KRRGGA+GTA 

Sbjct: 1300 KRRGGAAGTA 1309 

 

C : Comparaison de Pa_7_5680 (Query) par rapport à son orthologue présent chez 

Podospora setosa (Sbjct): 87% d’identité, 91% de similarité. 

 

Figure A.4 : Comparaison des gènes Pa_4_7100 (A), Pa_4_7102 (B) et Pa_7_5680 (C) avec 

leur orthologues respectifs présents dans la souche Podospora setosa. Le gène Pa_7_5680 évolue à 

une vitesse normale et le pourcentage d’identité et de similarité (87% et 91% respectivement) sont 

classiques pour des protéines issues de P. anserina et de P. setosa. En revanche, les gènes Pa_4_7100 

et Pa_4_7102 présentent une évolution accélérée. 
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Pa_4_7109     
PaT_4_7109   
PaT_4_7108 
Pa_4_7108     
 

 

Pa_4_7109    1    MNPY   -----------------------------------------SWPMTSASGQETWHGAHN----   GIPLPAH  29 

PaT_4_7109   1    ----   ---------------------------------------------------------------   MSSMVAT  7 
PaT_4_7108   1    MAPS[5]WQPGPDGEEERDDVQMADgNNLGSNYGGALNYEGGLYGgfpAAPNSQGNQGNTGYGGRQQFDT[5]AAPGLSH  84 

Pa_4_7108    1    ----   MDYRLSGQSEQHDPGEGP-SNWNTTRPRAPSMPAGAHG---SYVGQSFNTVNTQSRGLPQLTL   -TPAPAI  65 

 

Pa_4_7109    30   GVLLIIAGNP-   -----------------QSVRII-----AYIDENIEFS------------------   -------  55 

PaT_4_7109   8    KLQVKIVSNL-   -----------------GSEHVD-----AYIDSKTEAS------------------   -------  33 

PaT_4_7108   85   PSPMVLGGRCP[6]DSDITLaLRNHSHSRPHGSQRILQSQFSAEIPSPVETNQQsgQPISNQPHDFHAAT[5]KRHHITA  169 

Pa_4_7108    66   PPGYNIGTLAP   GTDLTM-YRQQTWWAPGGFPPSPPGKGATALTGPNSSSVT--QPAASVPNELKVQV   KGKWFVA  136 

 

Pa_4_7109    56   --------VIKTSVAQR-LGTIVHPVPQ--QYSIMIPRVGLVT-PEEWVTITCDIPEIGVERKTVNVQMAEWNDP--LVH  121 

PaT_4_7109   34   --------FLRASIAGQ-LSTLIWPIPQARQRSVMLSGVGLIE-PKKWVEITIDIPELGVFGEVVNVQLAEWDTS--LPI  101 

PaT_4_7108   170  CASRPGLCYMSAAMARS-LQLGFLPIPS-KMQKPMFTLIGLVT-PTHYCSFRCDIEGLRVEGRELHVSLVESDDPKLFAY  246 

Pa_4_7108    137  LVSPGQHSIMDYDFAKYfLELEGLPLPPRKLKEISTLTDGYTSgPEEFAEFTIHIPELNLESWKMAVALLPRTARNRPAP  216 

 

Pa_4_7109    122  MFIGRRFLSQLLT----VSP----EATNYRTPPCSQSHVAAPSAA--AEQPAPQLFLNGAAAVESPG-SVIVQHGNNTPP  190 

PaT_4_7109   102  LFLGQRLMGKLTAQTWPVMA----KANDSSVPAAPGIGITSQVIQ--SHHLPSHILVGKITTISAPEqSCSSEAGTNASV  175 

PaT_4_7108   247  LHLSAKFLDSLRVQS-PCEPGRSHAVHHHRRRRRSELAVSPSYAGfpAGAPRPMAFQAAAPQVQATV-------------  312 

Pa_4_7108    217  ILLGQRFFERIAKDRNQISHRPDDIQLPREVASTPAIDSTNRTAP---HAMHPATIIGGHASTALRR---------RASF  284 

 

Pa_4_7109    191  MGFVTSFLGASSTHQLQVPNShspFSITHSTADFNSS[4]PISAPSNIFSLNTFPTSSVTSG[19]GDATSFHFDANYDC  286 

PaT_4_7109   176  KGYPTLKTSAKAT------------------------   ----------------------    --------------  188 

PaT_4_7108   313  --------DPRSMH-LPVPN----FPLGRGSLGFAGT   PTTVSSGVFSANIAGPTPGTSF    GASDLFNFEGASSA  372 

Pa_4_7108    285  AGFNDNTVNPHDLFHHPLDSY---FGGAPPEGGFS--   ----------------------    --------------  316 

 

Pa_4_7109    287  DADHDYDADYDYDMLNAQAQA[14]  321 

PaT_4_7109       ---------------------       

PaT_4_7108   373  SVDARYERSSGISCCDEEANM      393 

Pa_4_7108         ---------------------       

 

 A :  Alignement de Pa_4_7108 et de ses orthologues et paralogues dans les souches S et T. 

 

 

 

Pa_4_7100     
PaT_4_7100.1 
PaT_4_7100.2 
Pa_4_7090     
PaT_4_7090 
 

 

Pa_4_7100    1    MAQTSSTGEADTF---DsICITRLHEHSHGGLASGSL-EHFVSPV   SIDLGGPH-TISTALASKLLE-IGLDELDALV  71 

PaT_4_7100.1 1    MLSTHILQPTETKP----IRITAVNGYG-TGLAARRL-NFSVVPH   AVGFGGYNNTITTSLAAILCK-ANQDSLDAQV  70 

PaT_4_7100.2 1    MAYLPSA-EVETVKNADiIFITRIYEHDPNGLSTGQL-ELSINPL   ASNPGGLH-TISTYVLSRTLG-VDMKTLDDKA  73 

Pa_4_7090    1    MSSDQQAVTIKVEEPQD--RLSRIYLHSVTVPGIPAAcRQFDKPC[5]-SGTSNQQNEIPITLLRSIL--SDH--LPAKA  75 

PaT_7090     1    MSPIRATAAIKKEDPED--KPARIYVHSVAVIGAPSI---FQRPC[8]TSETCEQDNTMPFNVLCSIFPtSDHGELQRLL  80 

 

Pa_4_7100    72   KI-KRHIVHVDWRY   ETPNPKFTTRHLVIAGSFP   MIAFAGGTQWFENVARTSVFRGEQETMPIPDDLR-DPAWIT  143 

PaT_4_7100.1 71   ATgTKIYFHVEWRY   DTPFPKFNTMHLLVVGSSP   SFALLDGSASARNIANIATFAEAQEITPILSCPQwNPEWVV  144 

PaT_4_7100.2 74   NN-DEWFIHVNWKY   ETVYPKFTTRHRVISGSSL   SIHFAGGTAWAENIASNPAFQTSHQYMPVPDYLR-CPTWDV  145 

Pa_4_7090    76   SN-----VILQWRL[4]EGSYPVITTRHKITDTTST[6]TIVFAERLDRLQKIT--------------------------  128 

PaT_4_7090   81   SL-GRLCAMVEWRL[4]ASRYPTFKTSHRITRASAV[6]KLGFTRSLDWAQAIA--------------------------  137 

 

Pa_4_7100    144  PLTSRKPSLNTGPQLGNLSGL[5]QEPNRWARALSPPE[4]SRTVSPDPEDDQLSNCSDTASTGSAFSEATAPRIYTPAP  226 

PaT_4_7100.1 145  EQATQQPPFMSTTRNMIPEVS[5]LDGSSMSSSLGASV[2]AGASLPILPDDQFSACSDWASTASTVSEATTPSLFIDGS  225 

PaT_4_7100.2 146  GPESREPYFDAGSTDSGMS--   PELPSWRPLLGFPE[1]PRSMSPSSGDDELSVCSDPTTVGSTIWEHTTPRFFTPPP  218 

Pa_4_7090    129  ---SSHQRLRKSQQDSRAQLK   --------------   --TSYPSPP-------------LLTGAGKISPNQYCGIS  170 

PaT_4_7090   138  ---ARYVKIDEGQ---RRRLL   --------------   --SVHP-----------------LLREEKLMQSRPSSCH  172 

 

Pa_4_7100    227  SRQNSSSLA--DINGAWMDCQIQQQFQSEAFQQQRKQAEDLYMRTGDVSGLIGVIKTASQFSQSGSSTGAFGP-------  297 

PaT_4_7100.1 226  FGQCSYSLAhiDVDDYWMNSRIERQLQDPAFQMQKRQANELYSQIGDVSGLIAVMRAANRLCQGNHSHEVTELPDLsEFN  305 

PaT_4_7100.2 219  SRQNSSIVH--SINNYWMDQQIQLQFRDEAFLRQKQDAEDLFARTGDVSGLIAVMEAANNFSVS----------------  280 

Pa_4_7090    171  KRRRRRQLD------------YTQQPCPAFLSELRRRAEQHSKATGEVSCLLRVMQVQQYIMSGKSSLSTCHKRDM-ESR  237 

PaT_4_7090   173  RRRRGDSLR------------ITQ-PGADDIAEKRRCAEQLQQQTGDMSGLLEVMQLQICCVSGVENTSGCQYQRL-RIL  238 

 

Pa_4_7100         -------       

PaT_4_7100.1 306  RLSISDG[ 7]  319 

PaT_4_7100.2      -------       

Pa_4_7090    238  SISPSDN[ 5]  249 

PaT_4_7090   239  SSSPPSS[14]  259 

 

B : Alignements de Pa_4_7100 et de ses orthologues et paralogues dans les souches S et T. 

Il existe deux versions de PaT_4_7100 dans la souche T. Les résidus conservés sont encadrés. 
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Pa_4_7102          
PaT_4_7102.1    
PaT_4_7102.2    
Pa_4_7095          
PaT_4_7095       
Pa_4_7086          
PaT_4_7086.1    
PaT_4_7086.2     
 

 

Pa_4_7102    1        -------------------MPAHHVSRNKNGLAM--------VREAQNPQTTTSVPTDSRFpIP-PGAAERPvRKR  48 

PaT_4_7102.1 1    [20]INPPNYRPPGNNALGRSEPQGSNHQFRGHRGLAMSQYSEK-IARPRLNNSRAHPYAREQRFrVStPGAPFSPhRHI  95 

PaT_4_7102.2 1    [20]LYPSPTKPPG----WKRRDLLQRILLKGEDALIGVDISAR-TSLDNLLCFQPCVAVFTRRLpVL------------  79 

Pa_4_7095    1        M-------LPRDPPW---ARRRRVRHFPNNFLVPGEFMTE-IGLITETPNYDV---------VRlPGCLISP-RFR  55 

PaT_4_7095   1        MDRQQSRRMSHQRPRAIRARRQHQNFITRDDLLPGEFLTE-VALLTR--NGHV---------VMlPRALISP-RYQ  63 

Pa_4_7086    1        --MSDVQPAFNTALRRVNATVLRV-NHRRECIMGAKVLPNhVGTEG---------VTLQTW--------YSE-HHR  55 

PaT_4_7086.1 1        --MADPRPSAQHRWRPRTVDRRRLFNSSKECLTGIEIVVQ-VPRDGYQVQPQVATVTLNAY--------FSK-IFG  64 

PaT_4_7086.2 1        -MVTGDEGSPGWRRRHVSLGMRPI--VDRECSAGAKFVYN-DPDLGLM-------VVYKAF--------YSK-SEI  56 

 

Pa_4_7102    49   RRSSGLSAVQPENASRA-INLHEAPPI--ETRPRVETFVPISSEIN[9]WSRRRLL------QEVREAVSFLSASGE--K  123 

PaT_4_7102.1 96   VQQSNVDTAAPMGPQQAALNLHIHPAV--PKR--------------[4]WSERRLLGNsLIRNEYPKAVTALSASND--K  158 

PaT_4_7102.2 80   -GVIKASVVKDQGLTPLEFKSH-NPVV--ETIWGELTATHYVEVVL[9]TSWENLL---VVPDDFPRL------PGD--V  150 

Pa_4_7095    56   NSYMLDDTAHILGGQPGEYPSREMTAD--ETRMTTFT-SPLG----   -----LMSS----SRSVVAVFEIRQLSL--R  114 

PaT_4_7095   64   QSYIPAAAEEIWGGA-----TQQPTAE--EASFSTVRYSPMG----   -----LLSS----NRSPRTWYKIPQMSP--Q  118 

Pa_4_7086    56   VNYISKDMLAALGWNYCTPDLGRT-LN-----PRGGVFKPVGWVDL   YVQQPT----SPFDWKFVQFHVLDEPLGieV  122 

PaT_4_7086.1 65   DSYISKDTLDLFGLGYRTDWLPRRHLN-----PWGGVFKPIGYVEL   YVRQSSDNAaAPF--KLITFNVLE-------  127 

PaT_4_7086.2 57   HNWISQAYLRALGCDFFLLPHPFRALNrwPTSPGDWVIKPIGSVNL   MVQQRT----APFEWIPVTFYVLQEPLQ---  126 

 

Pa_4_7102    124  FAIGVIVRRDLRQSFVSESAVSFLGFRP---------MNLPVPRRPLLSISS-gQIRPERYVRAVVEQV--EISNGGRV-  190 

PaT_4_7102.1 159  ISFLAFFDPDISCSVIRSSIVEVLGFRP---------MKAPKGTGGTVICSRwgVVNSAKFVQVVIESL-----NRGKV-  223 

PaT_4_7102.2 151  F---------LGQPFLRKHCCNAL---P---------AKVPRHAGPQASSRH-------------VTQD--NSGGSGRK-  193 

Pa_4_7095    115  FELMRF--PVVSSNLCRELGISVILGLPFIqwYQAQIAMLPQPRLALAADTD------AQYAQGQGDQElpNSGGGGQEc  186 

PaT_4_7095   119  WTIMRF--PILDSELCRQKGVSTILGRPFIiwHRQFLSGLLTPRTPYVLMGV------IRR-------------------  171 

Pa_4_7086    123  YDILGQPRR--FDLIIGEASCAQLLGNAFD--YQQYN----------FDPEG--FEQQRQYDYALWE-------------  173 

PaT_4_7086.1 128  ----GSPSQDGLDLVIGESGCNQVLGDGFN--FPQFNENAQRELLYELQQQQ--QQQQQQWQENVWP-------------  186 

PaT_4_7086.2 127  ----GYRSN---DIIIGEETTKQLLGEHFS--FDICNKN----------PGE--FEEMMDEAELQYLCQrhNFEPGPQLs  185 

 

Pa_4_7102    191  -RLQTGDMLVVDDRQFPP---------GVHAILCGNFFHRDE-------------------    AGHSSSIAANQST--  235 

PaT_4_7102.1 224  -EVCVGKIWVLDDEKNHNDENDENDGFGAAMILRADIFSADQPRLDKGSgqAPQTKPSRLY[21]GGVTASVVRTPATsv  319 

PaT_4_7102.2 194  -GTAKKPKQPKKRERSPQQAIPG----GQQHVKDGQSSKKRLRTTNAAAfqQPAQMPNTDW[18]RTRMPAAPTGPAVpw  282 

Pa_4_7095    187  gNRSNVDEWVQRQQIQQMPVVVAADE--SVGTMEGAMNDPELNTWDILV--APAEMGAHIS    ---------------  243 

PaT_4_7095   172  -------QWVIRDRVPITRVAWGACL--RFSPMEGWIRTTKFG-WDARL--QLSNREGLI-    ---------------  219 

Pa_4_7086    174  -----------QQQLEILNRE-QQDYGRYDWN-----------------------------    ---------------  193 

PaT_4_7086.1 187  -----------QQQEQHMPQQWEQECYQEDMEMD---------------------------    ---------------  209 

PaT_4_7086.2 186  sQGGMVTETEFQEPLQHLNPDPDPELYQQGVVGMEAELQERLQHPSPDRgpLPQQEWMLDN[19]QVSDQTSMFSEAGaw  280 

 

Pa_4_7102    236  -YSQRQP   HRTSYQNSAQSSTARS[113]  370 

PaT_4_7102.1 320  rFATSSP[5]HQTVDQQQTQTQHAGA[123]  470 

PaT_4_7102.2 283  rNESMYP[2]HLTLAYHPGEKLWLRQ[199]  506 

Pa_4_7095         -------   ----------------        

PaT_4_7095        -------   ----------------        

Pa_4_7086         -------   ----------------        

PaT_4_7086.1      -------   ----------------        

PaT_4_7086.2 281  aEAGYEE[5]FDFTEEDQLSEMQTGM[  2]  310 

 

 

C : Alignements de Pa_4_7102 et de ses orthologues et paralogues dans les souches S et T. 

Il existe deux versions de PaT_4_7102 et de PaT_4_7086 dans la souche T.  
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Pa_4_7111    
Pa_4_7107    
PaT_4_7111.1 
PaT_4_7111.2 
Pa_4_7105    
PaT_4_7105.1  
PaT_4_7105.2  
 

Pa_4_7111    1    [10]LWYCRNG-----PCGKKSPDHRDFSDCEDCQL[5]YFDNGHLHSKFRHSCLNTVKSYTKLCLSLVLGL--------  75 

Pa_4_7107    1        --------------------------------   --------------------------------------MFC  3 

PaT_4_7111.1 1    [10]DLCCQSVVFliFPLA-QSPEQEHYSTMKD---[2]ILDHREAYSPFTTLCIDLTSGFVER-MNFVFRLSEDFwSLI  80 

PaT_4_7111.2 1        ---------msQHEVTALHSHRSQGTPPSDDI[2]------SSSDPKRSWLRLLRSFPMPPCSSSSTIATES-FWS  59 

Pa_4_7105    1        MRHANSRLP--GA----RPDSDSSGE-KQGNH   LTAESHSVSA---------QPPTDVDALSQSEPAELG----  53 

PaT_4_7105.1 1    [12]PRHLRSRVL--NTPFKRRPKHNGQGTGKSTVH   SSTTNSDICAFSRLDLATDEEPTSYPLQTRSSRAENGpTLL  83 

PaT_4_7105.2 1    [ 1]PRRQRARHAreNWDARRQPKKRKSVANKPAPI   SWATSDAVKSGFRGG------PSS-PRKHTSTTSDGGnTLE  67 

 

Pa_4_7111    76   PISN--V----TTPQVVILALIATPDACFSSIAGIQLFVISQTTGN---   ---------H   KEPIDAQLDVEKTSC  131 

Pa_4_7107    4    SLGGSGI----QLDHNNALKELLAWDRCGNCNAGSSEQTNHSIPRTTWE[7]LLLAFSDPGS   TDSIRSRSATDQTNT  80 

PaT_4_7111.1 81   PASRFFV----TGKQLDGFMSLVT-DLSSSTVPKIQDIVTLFPQNT---   ---------E   KSTIPGETMKEKSVT  137 

PaT_4_7111.2 60   NRGDDTNSSRASSPEILFSPRVQPIDIPRNKTPFAQHCTDSMPTTRKVA[7]VWTSDIVKPD   EKQFLSELGPVEVNL  140 

Pa_4_7105    54   TKSKHSYRTRPQRDHKRVPKRGKGAVEAA-----------VSRSQTRST   ----------[2]RNKLAHQHTKVPVTK  108 

PaT_4_7105.1 84   TPNRYELRSRTTQEHRDILSARKRATSPSNTNTNTNTCSDTSNSNTRSS[7]TSGASSRPPS[8]NSRLASDFSLAHTSL  172 

PaT_4_7105.2 68   PSSGYSLRRRTRGKDLRLL-----GTSAEKQQDEGHLC--TSQDGVNSD   GGTMNSWMHE[8]QDRIIEENIEAETTP  142 

 

Pa_4_7111    132  VSSQSPQSPDQPpqiRSNDTQHHDE--------SLVDP------EPEYVDSTCTDTNSTADAS-----AV   KDDYWKW  189 

Pa_4_7107    81   ITATLRDGDGHT-aaEAAFTSLAKDL-DKQCNITTADTL--qtFAPEDHLDQRTDAGNTVSEELTTNMPT   EYEFWTW  153 

PaT_4_7111.1 138  VLQLSS----------SQDTQKS------------MQP------DVEI----STTENLIPQED-----QL   EDVFWTW  177 

PaT_4_7111.2 141  PSRLSAACEDSR--vRGEDTSNHDRLPQKLSETSVVDELGlegCDMEYRGTYDTSTSNSGNSSDCDCSET   DDGFWKW  215 

Pa_4_7105    109  TVKPSTPAANGT---NSKDLSTIRQRKQALLEEEAAKKRK---LIDEYIATGDPKVFISFLAPFASANST[7]KLGEWQW  186 

PaT_4_7105.1 173  APSQKRPRETSP---EPLSTATIRERQRKLLQEQAELEHK---AIEEYHRTGDTRVFARFLAPFVKED--[6]KLGEWKW  247 

PaT_4_7105.2 143  KTR--------------IDAATVQENRRRLRESEEMARRK---SIAKYQLTNDPEVFRPFLAPFIASGE-[3]ELGEWQW  204 

 

Pa_4_7111    190  DVDRQRFVHIDEKTGK---ETVCPEWFD--  214 

Pa_4_7107    154  DEQRQRFVH-KEKNGR---EIVCPTWFD--  177 

PaT_4_7111.1 178  DLERERFVHFDEATGK---EIVCPQWFD--  202 

PaT_4_7111.2 216  NESRERFIHTDESTGR---EIVCPQWFD--  240 

Pa_4_7105    187  DREVERHWREDKTSGEpgaRIWAPVEESfi  216 

PaT_4_7105.1 248  DRDVERHYKEDETTK---tRIWAPVEDSfl  274 

PaT_4_7105.2 205  DAEVERYWRMSKTTG---tKVWEPLWESfi  231 

 

 

D : Alignements de Pa_4_7111 et de ses orthologues et paralogues dans les souches S et T. 

Il existe deux versions de PaT_4_7111 et de PaT_4_7105 dans la souche T.  

 

 

Figure A.5 : Détermination des gènes paralogues au sein du cluster 2209 par comparaison 

de séquences entre les souches S et T. Les résultats d’alignements sont issus de COBALT 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/). Les régions conservées sont marquées en rouge et bleu. 
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