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Figure 1. Evolution du nombre de patients atteints de mucoviscidose et proportions des enfants et des 

adultes impactés par la maladie, A. en France et B. en Europe, de Bellis et al. (2017) et ECFSPR (2017). 

A 

B 
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1. Mucoviscidose 

 La mucoviscidose, ou encore fibrose kystique (CF en anglais pour cystic fibrosis), a été décrite 

pour la première fois à la fin des années 30 (Andersen, 1938). C’est une maladie génétique rare 

caractérisée par la transmission autosomique récessive de deux allèles défectueux, qui touche à la fois les 

enfants et les adultes. Il s’agit du désordre génétique le plus fréquemment observé dans la population 

caucasienne (Europe, Amérique du Nord et Australie) (Fanen et al., 2014). Bien que la prise en charge 

s’améliore de jour en jour, cette pathologie chronique évolutive n’est pas anodine puisqu’elle peut encore 

aujourd’hui entraîner la mort du sujet (Bellis et al., 2017) et qu’aucun traitement curatif n’est disponible à 

ce jour. De nombreuses revues détaillent l’ensemble des aspects attenants à ce désordre génétique (Ratjen 

et Döring, 2003 ; Davis, 2006 ; Romey, 2006 ; O’Sullivan et Freedman, 2009 ; Boyle et De Boeck, 2013 ; 

Cant et al., 2014 ; Fanen et al., 2014 ; Amaral, 2015 ; Elborn, 2016 ; Panrajape & Mogayzel, 2018). 

1.1. Epidémiologie 

1.1.1. Populations affectées 

 En France, l’incidence de la mucoviscidose est estimée à environ 1 naissance sur 4500 (Bellis et 

al., 2017). En 2016, environ 6760 patients atteints de mucoviscidose ont été recensés en France contre 

44 720 en Europe (ECFSPR, 2017). En France, environ 180 nouveaux patients ont été diagnostiqués en 

2016 (Bellis et al., 2017). Auparavant la mucoviscidose impactait majoritairement les enfants. 

Actuellement, avec la mise en place du dépistage néo-natal, la kinésithérapie et les traitements 

antimicrobiens, la tendance s’inverse et la mucoviscidose impacte principalement la vie des adultes (Elborn, 

2016). En France, les adultes comptent pour 55% de l’effectif total (Figure 1.A) (Bellis et al., 2017) contre 

52,5% en Europe (Figure 1.B) (ECFSPR, 2017). Cette pathologie touche indifféremment les hommes et 

les femmes (Bellis et al., 2017 ; ECFSPR, 2017). 

 D’autre part, la prévalence de cette maladie est très variable d’une région du monde à une autre, 

mais également en fonction des régions dans un même pays. Par exemple en France, la prévalence de la 

mucoviscidose est plus élevée à l’Ouest, au Nord et au Sud-Est du pays ainsi qu’au Nord de la Corse et en 

Guyane (Figures 2 et 3) (Bellis et al., 2017).  

1.1.2. Espérance de vie 

 Dans les années 50, l’espérance de vie des patients mucoviscidosiques n’était que de quelques 

mois. Elle est aujourd’hui supérieure à 40 ans dans les pays industrialisés (Elborn, 2016 ; ECFSPR, 2017). 

Parmi les patients recensés en France, 11,3% ont plus de 40 ans bien que l’âge moyen de la population 

mucoviscidosique reste jeune puisqu’il est de 22 ans (Bellis et al., 2017). La prise en charge 

multidisciplinaire et l’amélioration de la qualité de vie des patients contribuent à l’allongement de 

l’espérance de vie de cette population (ex. kinésithérapie, antibiothérapie, ré-équilibration des déficits 

nutritifs) (Cohen-Cymberknoh et al., 2011). D’autre part, les connaissances sur l’origine de la maladie, la   
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Figure 2. Prévalence de la mucoviscidose par département français, de Bellis et al. (2017).
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Figure 3. Prévalence mondiale de la mucoviscidose à la naissance et distribution mondiale des mutations 

du gène Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator (CFTR),  

d’après O’Sullivan et Freedman (2009) et Servier Medical Art.  

A. Hérivaux©2018 
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Figure 4. Structure du gène CFTR identifié en 1989 sur le bras long du chromosome 7 (q31.2), 

d’après Romey (2006). 

 

Figure 5. Structure de la protéine CFTR, d’après Romey (2006). 

La protéine CFTR correspond à un canal chlore qui se compose de deux régions transmembranaires hydrophobes (TM) 

qui elles-mêmes se composent de six hélices α, de deux domaines de liaison à des nucléotides (NBD pour Nucleotide 

Binding Domains) dont des séquences de liaison à l’ATP et d’un unique domaine de régulation cytoplasmique R 

comportant probablement des sites de phosphorylation de la protéine kinase A.  

 

Figure 6. Cascade de phosphorylation activant le canal chlore de la protéine CFTR, 

d’après Gadsby et al. (2006) et Servier Medical Art. 

A. Le canal chlore est initialement fermé. Le domaine R n’est pas représenté ici. B. Une molécule d’ATP (Adénosine 

Tri-Phosphate, en rose) se fixe au domaine NBD1 (Nucleotide Binding Domain) (en bleu).  C. Une seconde molécule 

d’ATP se fixe au domaine NBD2. D. Une modification de conformation permet aux deux domaines NBD de se rapprocher 

formant ainsi un hétérodimère. E. La modification de conformation permet l’ouverture du canal chlore. F. La 

conformation ouverte est déstabilisée suite à l’hydrolyse de la molécule d’ATP fixée au NBD2, libérant un phosphate 

inorganique. La perte du phosphate inhibe l’hétérodimère. La molécule d’ADP (Adénosine Di-Phosphate) du domaine 

NBD2 est relarguée ce qui entraîne la fermeture du canal chlore. 

A. Hérivaux©2018 
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structure du gène Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) et la fonction de la 

protéine correspondante ont permis le développement de nouvelles thérapies (Cohen-Cymberknoh et al., 

2011). Actuellement la principale cause de mortalité chez les patients atteints de mucoviscidose reste la 

détresse respiratoire pour les individus qui ne reçoivent pas de greffe de poumons. La dégradation de la 

fonction respiratoire est associée aux infections et à l’inflammation chronique des voies ariennes (Cant et 

al., 2014 ; Elborn, 2016). 

 L’augmentation de l’espérance de vie est aussi la conséquence de la mise en place du dépistage 

néonatal qui repose sur la détection de la trypsine immunoréactive (TIR). Elle reflète la fonction 

pancréatique et permet une prise en charge précoce et adaptée du patient, notamment en Europe 

(O’Sullivan et Freedman, 2009 ; Elborn, 2016). En France, il a été instauré au début des années 2000 et 

en 2016, 50% des patients ont été diagnostiqués dans les deux mois après leur naissance grâce à ce test 

(Bellis et al., 2017). Cependant, il faut rester prudent car il se peut que le diagnostic chez le nourrisson ne 

soit pas confirmé mais que celui-ci développe les symptômes de la mucoviscidose en vieillissant, vers l’âge 

de 20 ans (ex. bronchiectasie, pancréatite, infertilité) (Elborn, 2016). Ce retard s’explique par la synthèse 

d’une protéine CFTR qui a conservé une activité résiduelle. Bien que pris en charge tardivement, cette 

catégorie de patients présente tout de même une espérance de vie élevée puisque le phénotype développé 

sera moins sévère dans l’ensemble. 

1.2. Anomalie génétique 

1.2.1. Gène CFTR 

 Le gène CFTR a été identifié en 1989 sur le bras long du chromosome 7 (7q31.2) (Kerem et al., 

1989 ; Riordan et al., 1989 ; Rommens et al., 1989). Il se compose de 250 kb entrecoupées de 27 exons 

(Figure 4) (Romey, 2006).  

1.2.2. Protéine CFTR 

 La glycoprotéine CFTR, codée par le gène CFTR, est une protéine membranaire de 1480 acides 

aminés qui s’exprime au pôle apical des cellules épithéliales d’origines variées (ex. glandes sudoripares, 

sinus, poumons, pancréas, foie, appareil reproducteur) (Figure 5) (Collins et al., 1992). Elle appartient à 

la famille des transporteurs ATP-binding cassette puisque son activité est ATP-dépendante (Figure 6). Elle 

correspond à un canal ionique qui est impliqué dans les échanges d’ions chlorures principalement, et d’ions 

bicarbonates à plus petite échelle, entre la cellule épithéliale et l’environnement extracellulaire. Elle régule 

également le tunnel épithélial sodique. Ces échanges ioniques influencent les caractéristiques du mucus 

extracellulaire des cellules épithéliales (hydratation, viscosité, pH) (Collins, 1992 ; Boyle et De Boeck, 

2013 ; Cant et al., 2014 ; Elborn, 2016).  
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Figure 7. Classification des mutations du gène CFTR en fonction de leur impact sur la protéine CFTR, 

d’après Boyle et De Boeck (2013). 

  

Protéine CFTR :  

non-fonctionnelle 
Phénotype sévère 

Protéine CFTR :  

activité résiduelle 
Phénotype moins sévère 
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1.2.3. Origine de la mucoviscidose 

 La mucoviscidose est la conséquence de la mutation du gène CFTR. De plus, la transmission étant 

autosomique récessive, le patient qui possède le phénotype de la mucoviscidose est porteur d’une mutation 

sur chacun des deux allèles du gène, qualifiés d’allèles récessifs.  

 Aujourd’hui, plus de 2000 mutations ont été identifiées (Cystic Fibrosis Centre HfSC. The CFTR 

Mutation Database). La distribution géographique des mutations dans la population est variable (Figure 

3). Seule une vingtaine d’entre elles ont une fréquence supérieure à 0.1% dans la population. La majorité 

des mutations sont donc ponctuelles dans la population mucoviscidosique c’est-à-dire famille-dépendantes 

(Bobadilla et al., 2002). La mutation du gène CFTR entraînant la délétion récessive de la phénylalanine en 

position 508 du gène CFTR (F508del ou Phe508del) (Cant et al., 2014) est la mutation la plus fréquemment 

identifiée dans la population caucasienne du Nord de l’Europe (Elborn, 2016 ; ECFSPR, 2017). Dans le 

monde, 90% de la population atteint de mucoviscidose présenterait cette mutation sur au moins un des 

deux allèles du gène CFTR parmi lesquels 50% seraient homozygotes pour cette mutation (Boyle et De 

Boeck, 2013). En France et en Europe, plus de 80% des patients possèdent au moins un allèle impacté par 

cette mutation (Bellis et al., 2017 ; ECFSPR, 2017). 

 Les mutations du gène CFTR sont réparties selon six classes (Figure 7) (Welsh and Smith, 1993 

; Boyle et De Boeck, 2013 ; Cant et al., 2014 ; Amaral, 2015 ; Elborn, 2016). Chaque classe est associée 

à un effet particulier concernant la fonction, la structure, la stabilité ou la régulation de l’expression de la 

protéine (Boyle et De Boeck, 2013 ; Fanen et al., 2014). Plus précisément, i) la classe I agit dans le noyau 

cellulaire et engendre la synthèse partielle de la protéine CFTR via la présence de codons stop prématurés 

qui entraînent la production d’un ARN instable et tronqué et/ou des insertions et délétions qui décalent le 

cadre de lecture, ii) la classe II impacte la maturation de la protéine, pourtant synthétisée entièrement, 

empêchant l’adressage de la protéine à la membrane apicale de la cellule épithéliale qui sera alors dégradée 

par des protéases dans le réticulum endoplasmique puisque sa glycosylation ne sera pas possible, iii) la 

classe III perturbe la régulation du canal chlore en empêchant la fixation de l’ATP et donc l’ouverture du 

canal au niveau de la membrane cellulaire, iv) la classe IV dénature la structure du canal chlore et donc sa 

stabilité au niveau de la membrane de la cellule épithéliale ce qui diminuera la sélectivité et la conductance 

du canal ionique, v) la classe V diminue l’abondance et la stabilité des transcrits de la protéine CFTR dans 

le noyau de la cellule, qui est pourtant complètement fonctionnelle, limitant son adressage au pôle apical 

de la cellule épithéliale, et enfin vi) la classe VI, bien que rarement décrite, altère la stabilité de la protéine 

CFTR à la membrane apicale donc diminue son taux de fonctionnalité et entraîne la dégradation précoce 

de la protéine. En résumé, les classes I à III qui comprennent les mutations les plus communément 

retrouvées dans la population mondiale aboutissent à la non-fonctionnalité de la protéine CFTR, d’où un 

phénotype sévère souvent associé à une insuffisance hépatique. En revanche, les classes IV à VI sont 

associées à une activité résiduelle de la protéine CFTR donc l’atteinte pulmonaire est moins importante 

tout comme pour le pancréas et le foie (Ratjen et Döring, 2003). Certaines mutations peuvent  

http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app
http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/app
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Figure 8. Physiopathologie de l’atteinte pulmonaire au cours de la mucoviscidose, 

d’après Ratjen et Döring (2003). 

Le mucus est représenté en bleu ; les cellules épithéliales pulmonaires sont représentées par les rectangles roses ; le 

gradient d’oxygène est représenté sur la droite de chaque illustration : en rouge s’il n’y a pas d’hypoxie et en bleu si 

l’environnement est hypoxique. A. Chez l’individu sain, les échanges d’ions chlorures et sodiums sont équilibrés 

permettant une hydratation normale du mucus, qui est présent en fine couche. La clairance muco-ciliaire est efficace. 

En revanche, chez l’individu atteint de mucoviscidose, B. le mucus est épais et visqueux à cause de l’hyposécrétion 

d’ions chlorures et l’hyperabsorption d’ions sodiums qui entraînent une absorption anormale d’eau et la déshydratation 

du mucus. La clairance muco-ciliaire est donc déficiente. C. La sécrétion excessive de mucus va obstruer les voies 

aériennes et un gradient d’oxygène se met en place. D. L’hypoxie est détectée par les bactéries qui vont pénétrer dans 

le mucus et y rester piégées, jusqu’à E. s’y développer et engendrer une infection voire une colonisation. F. La réponse 

immunitaire du patient se développe conduisant à l’inflammation des voies aériennes par la sécrétion importante de 

polynucléaires neutrophiles dont l’action n’est pas optimale à cause de l’hypoxie du mucus. 
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être affiliées à plusieurs classes à la fois. Par exemple, la mutation F508del généralement associée à la 

classe II des mutations présente également des défauts qui s’apparentent aux classes III et VI (Amaral, 

2015). 

 Une nouvelle classification des mutations affectant le gène CFTR a été proposée en 2008. Elle 

associe la mutation au phénotype qu’elle entraîne et propose quatre groupes distincts. Ainsi, i) le groupe 

A entraîne la mucoviscidose classique, ii) le groupe B induit la mucoviscidose non classique, iii) le groupe 

C ne semble pas entraîner de conséquences cliniques, et iv) le groupe D pour lequel l’impact des mutations 

du gène CFTR sur l’organisme n’est pas bien défini (Castellani et al., 2008). Cependant, cette catégorisation 

est limitante car le génotype ne reflétant pas le niveau de l’atteinte pulmonaire chez le patient elle ne doit 

en aucun cas servir de facteur pronostic. Les notions de « mucoviscidose classique » et « mucoviscidose 

non classique » seront détaillées ultérieurement (cf Analyse bibliographique, 1.4. Manifestations 

cliniques). 

1.2.4. Conséquences d’une protéine CFTR déficiente 

 Suite à la mutation du gène CFTR, la protéine CFTR qui en résulte sera déficiente. Des anomalies 

de transport des ions chlorures et sodium (hyper réabsorption de fluides et de sodium) entraîne la 

déshydratation du mucus qui devient épais et visqueux et qui s’accumule notamment dans les poumons 

des patients. La clairance muco-ciliaire est donc affectée (Boyle et De Boeck, 2013 ; Cant et al., 2014 ; 

Elborn, 2016). Des anomalies dans le transport des ions bicarbonates sont également observées entraînant 

une modification du pH à la surface de l’épithélium pulmonaire. Ainsi, les peptides antimicrobiens issus de 

l’immunité innée voient leur action pH-dépendante diminuée, ce qui explique le développement possible 

d’infections bactériennes par ces patients. Le pH joue également un rôle important dans les propriétés 

intrinsèques du mucus (Elborn, 2016). Ainsi, les micro-organismes se retrouvent piégés dans le mucus de 

l’épithélium respiratoire et ne peuvent être évacués à cause d’une clairance muco-ciliaire défectueuse. Les 

infections entraînent alors l’inflammation des voies respiratoires qui perdurera et favorisera le 

développement de nouvelles infections (Figure 8).  

1.3. Diagnostic 

 Le diagnostic de la mucoviscidose est envisagé si l’individu présente des symptômes cliniques, s’il 

existe un contexte familial ou si le dépistage néo-natal est positif (augmentation de la TIR sanguine pendant 

la vie fœtale et les premiers mois de vie du nourrisson qui reflète une anomalie pancréatique (Bellis et al., 

2017)). Le premier examen d’orientation réside sur le test de la sueur et sa concentration en chlore. Si la 

concentration en ions chlorures est supérieure à 60 mmol.L-1 sur deux dosages successifs, alors le 

diagnostic de mucoviscidose est avéré. Si la concentration en ions chlorures de la sueur est comprise entre 

40 et 60 mmol.L-1, le diagnostic est incertain et le clinicien procèdera au génotypage des principales 

mutations. Le diagnostic est confirmé si les 2 allèles du gène CFTR sont mutés. En revanche il est écarté 

si aucune mutation n’est retrouvée sur aucun des deux allèles. Cependant, si un seul allèle est muté, les 

investigations sont poursuivies. Les cliniciens recherchent par exemple des anomalies pulmonaires ou   
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Figure 9. Diagnostic de la mucoviscidose, d’après Ratjen et Döring (2003). 

 

Figure 10. Principaux organes impactés par la mucoviscidose, 

d’après Fanen (2014), Amaral (2015) et Servier Medical Art.   
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hépatiques caractéristiques de la pathologie (Figure 9) (Ratjen et Döring, 2003 ; Amaral, 2015 ; Bellis et 

al., 2017 ; Paranjape et Mogayzel, 2018). Il est important de garder en mémoire que pour développer des 

symptômes, l’individu doit posséder 2 allèles récessifs. S’il n’en possède qu’1, il peut transmettre son allèle 

déficiente à sa descendance mais n’est pas lui-même malade. Parfois, même en présence de deux allèles 

récessifs, le patient peut être asymptomatique ce qui complique le diagnostic. 

1.4. Manifestations cliniques 

 Les manifestations cliniques liées à la mucoviscidose touchent les organes munis d’un épithélium 

tels que les poumons, les intestins, le pancréas, le foie, les organes reproducteurs et les glandes 

sudoripares (Figure 10) (Bellis et al., 2017). La mucoviscidose est une pathologie chronique qui va 

progressivement entraîner l’obstruction de l’organe considéré, son infection, son inflammation jusqu’à ce 

qu’il ne soit plus fonctionnel (Cant et al., 2014). La symptomatologie de la mucoviscidose est extrêmement 

hétérogène d’un individu à un autre, il est donc difficile d’établir des généralités (Bellis et al., 2017). En 

revanche, il a été observé que la symptomatologie des patients évolue avec l’âge (Tableau I). Ici ne 

seront développées que les manifestations cliniques les plus couramment décrites chez les patients. 

1.4.1. Différents phénotypes 

 La clinique de la mucoviscidose se divise en deux phénotypes : i) la mucoviscidose classique et ii) 

la mucoviscidose non classique (Fanen et al., 2014). Dans le premier cas, le plus souvent les patients 

souffrent de dysfonctionnements multi-organes (foie, pancréas, poumon, …). La concentration en chlore 

lors du test de la sueur est supérieure à 60 mmol.L-1. L’issue fatale est généralement la conséquence de la 

dégradation progressive de la fonction respiratoire. Au moins une mutation est identifiée sur chacun des 

allèles du gène CFTR. En revanche, dans le cas non classique, le patient présente au moins une 

caractéristique phénotypique de la maladie et la symptomatologie est moins brutale que dans le cas 

précédent. La sueur révèle une concentration en ions chlorures normale ou à la limite des concentrations 

physiologiques rapportées chez une personne saine (≤ 60 mmol.L-1). Il se peut qu’un seul organe soit 

touché par la maladie. Malgré cette catégorisation des phénotypes, il existe en réalité une très grande 

hétérogénéité des symptômes, même pour deux patients qui possèdent la même mutation (Romey, 2006). 

1.4.2. Atteintes du revêtement cutané 

 La mucoviscidose a été caractérisée dès sa découverte par une concentration anormalement élevée 

en chlorure de sodium dans la sueur des patients. Cette caractéristique a même été à l’origine du test de 

la sueur. La concentration physiologique moyenne chez l’adulte sain est inférieure à 60 mmol.L -1. Malgré 

tout, 2% des patients présentent des concentrations normales en chlorure de sodium dans la sueur 

(Vankeerberghen et al., 2002). C’est pourquoi le diagnostic de la mucoviscidose ne doit pas reposer 

uniquement sur ce test.  
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Tableau I. Evolution de la clinique en fonction de l’âge des patients atteints de mucoviscidose, d’après O’Sullivan et Freedman (2009) et Elborn (2016).  

 
0-10 ans 10-20 ans 20-35 ans > 35 ans 

Voies respiratoires 

 Obstruction 

 Bronchiectasie 

 Bronchiectasie 

 Sinusite 

 Bronchiectasie 

 Hémoptysie 

 Pneumothorax 

 Détresse respiratoire sévère  

 Transplantation 

Infections pulmonaires 

dominantes 

 S. aureus  S. aureus 

 P. aeruginosa (intermittence) 

 ABPA 

 P. aeruginosa 

 Autres Gram - – 

Pancréas  Insuffisance –  Diabetes mellitus – 

Foie 
 Dysfonctionnement  Stéatose hépatique 

 Fibrose du foie 

 Hypertension portale 

 Cirrhose 

 Transplantation 

Intestins 
 Meconium ileus 

 Prolapsus rectal – 
 Obstruction intestinale 

– 

Système endocrinien 

 Déshydratation 

 Hypochlorémie 

 Hyponatrémie 

 Calculs rénaux  Insuffisance rénale 

– 

Appareil uro-génital  Canaux déférents anormaux –  – 

Autres – 
  Arthrose 

 Ostéoporose 

 

 

ABPA : Aspergillose broncho-pulmonaire allergique ; P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa ; S. aureus : Staphylococcus aureus. 
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1.4.3. Atteintes gastro-intestinales et endocriniennes 

 Le déséquilibre ionique entraîné par la mucoviscidose au sein des cellules épithéliales, associé à la 

déshydratation, peut entraîner l’obstruction voire l’atrophie des canaux sécréteurs du foie et du pancréas. 

 Huit patients sur 10 souffrent d’insuffisance hépatique. En effet, la sécrétion des sucs 

pancréatiques étant insuffisante, la neutralisation du contenu gastrique ne peut se faire. L’acidité gastrique 

est donc à l’origine de reflux gastro-œsophagiens fréquemment observés chez les patients atteints de 

mucoviscidose (Strausbaugh et al., 2007 ; O’Sullivan et Freedman, 2009). D’autre part, le pH gastrique 

restant acide, les enzymes pancréatiques ne seront donc pas fonctionnelles puisqu’elles expriment leurs 

activités enzymatiques à pH alcalin. Ainsi, les glucides, les lipides et les protéines ne sont pas digérés et 

un syndrome de malabsorption peut être observé. La principale complication de la mucoviscidose au niveau 

gastro-intestinale est le diabetes mellitus qui est une forme sévère de diabète qui présente à la fois les 

caractéristiques des diabètes I et II, développés par le sujet non-mucoviscidosique (Ratjen et Döring, 

2003). Il est le résultat du phénomène d’autodigestion des cellules pancréatiques entraînant par défaut un 

déficit en insuline (Strausbaugh et al., 2007). 

 L’insuffisance hépatique est retrouvée chez 9 patients sur 10. Les enzymes hépatiques étant 

déficitaires, un syndrome de malabsorption des nutriments dont les graisses, les protéines et les vitamines 

liposolubles A, D, E et K est observé (Ratjen et Döring, 2003 ; O’Sullivan et Freedman, 2009). Il s’agit de 

la seconde cause de mortalité chez ces patients après l’atteinte pulmonaire. Les complications peuvent 

s’illustrer par une cirrhose ou une hypertension portale (Ratjen et Döring, 2003 ; Strausbaugh et al., 2007 ; 

O’Sullivan et Freedman, 2009 ; Elborn, 2016). 

 La malabsorption des nutriments s’accompagne généralement d’anorexie, de douleurs 

abdominales et de constipation (Elborn, 2016). 

 Enfin, dès la naissance certains nouveau-nés présentent une occlusion intestinale appelée 

meconium ileus (Davis, 2006 ; Strausbaugh et al., 2007 ; O’Sullivan et Freedman, 2009 ). 

1.4.4. Atteintes de l’appareil uro-génital 

 L’infertilité touche quasiment l’ensemble des hommes atteints de mucoviscidose mais ne les 

empêche pas d’avoir des enfants. En effet, les troubles sont essentiellement anatomiques (ex. vésicules 

séminales absentes ou dilatées, canaux déférents absents, …). L’appareil reproducteur de la femme 

mucoviscidosique ne présente pas d’anomalies à part une éventuelle déshydratation de la glaire cervicale 

(Vankeerberghen et al., 2002 ; Ratjen et Döring, 2003 ; O’Sullivan et Freedman, 2009). 

1.4.5. Atteintes pulmonaires 

 Le principal organe impacté par la mucoviscidose est le poumon avec l’obstruction progressive des 

voies aériennes à cause d’un mucus épais et visqueux qui s’accumule ainsi qu’un déficit de la clairance 

muco-ciliaire, induisant des infections bactériennes et une inflammation chronique liée à l’accumulation de  
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Figure 11. Avancées thérapeutiques dans le cadre de la mucoviscidose, d’après Fanen (2014) et Pittman et Ferkol (2015).  

A. Molécules approuvées par l’US Food and Drug Administration (FDA) ou en cours d’évaluation. B. Mécanisme d’action de la molécule activatrice ivacaftor et de la molécule 

correctrice lumacaftor. 
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polynucléaires neutrophiles (PNN), d’interleukine-8 et de protéines pro-inflammatoires. L’atteinte 

pulmonaire, qui n’est pas décrite à la naissance de l’enfant, est la principale cause de mortalité chez les 

patients (Ratjen et Döring, 2003 ; Davis, 2006 ; Strausbaugh et al., 2007 ; O’Sullivan et Freedman, 2009 ; 

Elborn, 2016). 

 Les infections pulmonaires rencontrées au cours de la mucoviscidose seront développées plus en 

détail ultérieurement (cf Analyse bibliographique, 1.6. Complication : colonisation et infections 

respiratoires). 

1.5. Traitement 

1.5.1. Traitement symptomatique 

 Le traitement de première intention dans le cadre de la mucoviscidose est un traitement 

symptomatique. En effet, la mucoviscidose entraîne un large panel de symptômes touchant un grand 

nombre d’organes. Le traitement symptomatique vise à améliorer la qualité de vie du patient mais n’agit 

pas directement sur l’origine de la maladie en elle-même (Figure 11.A) (Bellis et al., 2017 ; ECFSPR, 

2017). 

a) Traitements des troubles gastro-intestinaux et des déficits endocriniens 

 Les cellules épithéliales pancréatiques et biliaires peuvent être obstruées par du mucus dès le 

développement intra-utero. Ainsi, dès la naissance le nouveau-né peut présenter des déficits pancréatiques 

dans les cas les plus sévères à cause d’une pancréatite obstructive chronique. Généralement les patients 

présentant des mutations de classes IV, V et VI ne sont pas affectés par ce phénomène, ou ils 

développeront une insuffisance pancréatique ultérieurement avec l’âge. Le traitement consiste à instaurer 

des enzymes pancréatiques de substitution avec un apport énergétique adapté (Davis, 2006). En effet, les 

patients connaissent un déficit enzymatique qui entraîne une malabsorption des substances nutritives et 

de la diarrhée associées à une perte de l’appétit le plus souvent (Cohen-Cymberknoh et al., 2011). 

Cependant, le pH gastrique n’étant pas suffisamment alcalinisé, ces enzymes de substitution sont peu 

actives. C’est pourquoi des molécules inhibant l’acidité gastrique peuvent y être associées (Davis, 2006). 

Dans les formes les plus sévères, la transplantation doit être envisagée (Ratjen et Döring, 2003 ; Davis, 

2006 ; O’Sullivan et Freedman, 2009 ; Elborn, 2016). 

b) Traitement des infections bactériennes 

 La prévention des infections bactériennes est un enjeu majeur dans le contexte de la 

mucoviscidose, puisqu’il a été démontré la transmission croisée de pathogènes par voie aéroportée d’un 

patient à un autre via les gouttelettes de Flügge ou à partir de réservoirs environnementaux. La mise en 

place de mesures d’hygiène et de protocoles d’isolement est ainsi nécessaire (Cohen-Cymberknoh et al., 

2011 ; Elborn, 2016). 
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 L’infection bactérienne est l’une des causes majeures de mortalité chez les patients atteints de 

mucoviscidose. Ils développent en premier des infections à Staphylococcus aureus souvent sensible à la 

méthicilline (SASM) puis Haemophilus influenzae suivi de Pseudomonas aeruginosa. De nombreux 

protocoles thérapeutiques encouragent une antibiothérapie par voie orale dès l’isolement de l’un de ces 

micro-organismes, même en l’absence de signes cliniques. Un traitement anti-staphylocoque favorise la 

colonisation des poumons par P. aeruginosa. Cette dernière ne peut être totalement éradiquée, même avec 

un traitement adapté en intraveineux, car ce pathogène développe rapidement des résistances. La 

précocité de la mise en place d’une antibiothérapie contre P. aeruginosa diminue cependant le risque de 

persistance de la bactérie (Ratjen et Döring, 2003 ; O’Sullivan et Freedman, 2009 ; Elborn, 2016). 

 Récemment, des bactéries anaérobies strictes ont été identifiées dans les poumons des patients 

atteints de mucoviscidose (Elborn, 2016). Cette catégorie de bactéries est également retrouvée chez 

l’individu sain. Il a été démontré que la présence d’une flore bactérienne hétérogène dans les poumons 

des patients était associée à une meilleure fonction pulmonaire que lorsqu’une seule espèce prédominait, 

d’où la remise en question de l’instauration d’une antibiothérapie systématique en prophylaxie chez les 

enfants ou les nouveaux diagnostiqués. 

c) Contrôle de l’inflammation 

 Dans le contexte mucoviscidosique, les voies aériennes sont inflammées chroniquement à cause 

d’une forte proportion de PNN et de cytokines pro-inflammatoires ainsi qu’un déficit en facteurs anti-

inflammatoires (Cohen-Cymberknoh et al., 2011). Plusieurs thérapies anti-inflammatoires permettent la 

diminution des exacerbations et améliorent la fonction pulmonaire (Davis, 2006 ; Elborn, 2016).  

 L’inflammation chronique des voies aériennes est majoritairement due à l’accumulation de PNN. 

Ainsi, le traitement consiste à utiliser des drogues possédant des effets pléiotropiques sur les PNN, qui 

bloquent spécifiquement la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires ou qui ciblent spécifiquement des 

composants constituant les PNN. Les corticostéroïdes (ex. prednisone par voie orale) ont prouvé leur 

efficacité dans le maintien de la fonction respiratoire et la diminution de la fréquence des exacerbations.  

L’inhalation de stéroïdes permet de contrecarrer les effets indésirables observés par voie orale mais des 

bénéfices ont uniquement été observés sur l’inflammation de l’épithélium mais pas sur la fonction 

respiratoire. Les anti-inflammatoire non stéroïdiens (AINS) (ex. ibuprofène à forte dose) limitent le déclin 

de la fonction respiratoire mais plus particulièrement chez le jeune patient. Cependant, les AINS possèdent 

de nombreux effets indésirables. S’ils sont utilisés à doses trop faibles, ils vont favoriser l’influx de PNN 

dans les poumons. S’ils sont utilisés à doses trop élevées, des troubles gastro-intestinaux peuvent être 

observés, dont une atteinte rénale (Ratjen et Döring, 2003). 

 D’autre part, la destruction des PNN présents en grande quantité libère une quantité importante 

de sérine protéases qui participent à la dégradation chronique de l’épithélium. Des inhibiteurs de protéases 

peuvent donc être proposés tel que l’inhibiteur de l’alpha1-protéinase qui a prouvé une certaine efficacité. 
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Il en résulte un retour à la normale de l’expression des PNN et la diminution de l’hypersécrétion de mucus 

(Ratjen et Döring, 2003).  

d) Elimination du mucus 

 L’élimination du mucus, en excès dans les voies aériennes des patients, est un élément clé dans 

l’amélioration de la qualité de vie du patient (Cohen-Cymberknoh et al., 2011). Une séance de 

kinésithérapie quotidienne est recommandée chez tous les patients atteints de mucoviscidose. D’autre 

part, il leur est également préconisé d’effectuer des exercices d’aérobie en parallèle qui stimulent 

l’inspiration profonde et la toux. 

 Le mucus des patients atteints de mucoviscidose est épais et visqueux. C’est pourquoi des 

mucolytiques sont prescrits. La dornase alfa ou le pulmozyme sont deux désoxyrobonucléases humaines 

recombinantes qui après une inhalation quotidienne dégradent l’ADN des nombreux PNN présents dans les 

voies aériennes des patients, qui sont en grande partie responsables de la viscosité du mucus et de 

l’inflammation. La réhydratation du mucus peut également constituer une alternative. Ainsi des agents 

osmotiques, comme des solutions salines hypertoniques ou le mannitol, peuvent être prescrits. Il a été 

démontré que ces agents pouvaient également jouer un rôle dans l’activation de la clairance du mucus via 

les cils et la toux. Tout en améliorant la fonction pulmonaire, ces agents diminuent le risque d’infection et 

l’inflammation chronique des voies aériennes (Ratjen et Döring, 2003 ; Elborn, 2016). 

e) Traitement des exacerbations 

 Le patient est très souvent touché par une exacerbation de la maladie se traduisant par des 

épisodes au cours desquels la toux et la production de mucus sont intensifiés et associés à des difficultés 

respiratoires, des hémoptysies, de la fatigue, une inflammation aigüe et une augmentation légère de la 

charge bactérienne (Cohen-Cymberknoh et al., 2011). Des molécules peuvent réduire la fréquence de ces 

exacerbations (ex. dornase alfa, l’azythromycine par voie orale, des antibiotiques inhalés comme la 

tobramycine, la colistine, l’aztreonam, la lévofloxacine). Des solutions salines hypertoniques ou encore du 

mannitol peuvent également être prescrits. En fonction de la gravité de l’épisode, une assistance 

respiratoire peut être mise en place en parallèle. Le traitement de l’exacerbation est une urgence vitale car 

si elle persiste elle entraîne une diminution de la fonction respiratoire et donc réduit les chances de survie 

de l’individu (Elborn, 2016). 

f) Greffe de poumons 

 Lorsque l’inflammation des voies respiratoires et les infections pulmonaires deviennent chroniques, 

le patient développe une détresse respiratoire aigüe qui nécessite une greffe de poumons. Ce traitement 

d’urgence est de moins en moins fréquent chez les jeunes enfants mais reste souvent le dernier recours 

chez les patients adultes. Aujourd’hui, la transplantation pulmonaire est une opérat ion chirurgicale 

maîtrisée. En France, on dénombre 80 à 100 transplantations par an (Bellis et al., 2017). La seule limite à 
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ce traitement est le peu d’organes disponibles par rapport au nombre de receveurs potentiels (Ratjen et 

Döring, 2003 ; Davis, 2006 ; O’Sullivan et Freedman, 2009 ; Elborn, 2016).  

1.5.2. Traitement étiologique 

 Pendant longtemps, le traitement de la mucoviscidose a été uniquement symptomatique. Avec les 

avancées scientifiques, les cliniciens se sont orientés vers le développement de traitements étiologiques 

qui s’intéressent directement aux origines génétiques de la mucoviscidose (Romey, 2006). Grâce à ces 

nouvelles stratégies, la communauté scientifique espère un jour pouvoir traiter la mucoviscidose elle-

même, ce qui de surcroît éliminerait la symptomatologie qui lui est associée. 

a) Thérapie génique 

 La thérapie génique a constitué un nouvel espoir pour les patients atteints de mucoviscidose dès 

le début des années 90. En effet, avec l’essor des techniques de biologie moléculaire, les chercheurs se 

sont accordés pour produire in vitro le gène CFTR sauvage afin de corriger l’anomalie moléculaire à l’origine 

de la maladie. Cependant, jusqu’à ce jour aucun essai n’a été concluant. En effet, l’introduction de cet ADN 

dans la cellule épithéliale est compliquée car aucun vecteur n’est optimisé pour permettre cette action 

(O’Sullivan et Freedman, 2009 ; Amaral, 2015 ; Elborn, 2016).  

b) Thérapies innovantes 

 Face à l’échec de la thérapie génique, mais toujours dans l’objectif de s’intéresser à l’origine de la 

mucoviscidose, le développement thérapeutique s’est orienté vers des thérapies innovantes dites 

pharmacologiques. Ces nouvelles molécules ont pour objectif de corriger spécifiquement la fonction de la 

protéine CFTR tout en considérant la classe de mutation donnée, c’est-à-dire que pour une mutation donnée 

un traitement correspond. Ainsi, des molécules modulatrices, activatrices ou correctrices des 

dysfonctionnements de la protéine CFTR ont été développées (Figures 11.A et B) (Amaral, 2015 ; Elborn, 

2016). Ces thérapies innovantes, une fois leur efficacité prouvée, pourraient être instaurées chez le 

nouveau-né dès que le diagnostic de mucoviscidose est posé, ne permettant pas à la maladie de se 

développer et donc limitant les atteintes multi-viscérales qui en découlent (Elborn, 2016). 

 Le développement de telles molécules thérapeutiques constitue un challenge considérable, en 

particulier pour les mutations des classes I et II puisque la protéine CFTR est totalement absente de la 

membrane des cellules épithéliales (Romey 2006). 

 Concernant la classe I, la protéine CFTR est totalement absente à cause de la maturation précoce 

des ARNm transcrits. La première stratégie reposait sur l’utilisation des aminoglycosides (ex. gentamicine, 

tobramycine). Cette famille d’antibiotiques agit en effet sur la traduction des ARNm en protéines par le 

ribosome mais conduit à des erreurs. Ainsi, ces antibiotiques pourraient induire une erreur dans la lecture 

des codons stops prématurés résultant de la mutation de classe I et permettre la synthèse de la protéine 

CFTR dans sa totalité. Seulement, les aminoglycosides pourraient induire d’autres erreurs délétères lors de 

la traduction de la protéine (Romey, 2006 ; Amaral, 2015 ; Elborn, 2016). L’Ataluren ou PTC124 est une 
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seconde molécule qui présente la même capacité que les aminoglycosides. Des études cliniques de phase 

II ont démontré la correction des échanges ioniques et de la fonction respiratoire mais ces bénéfices dans 

des études cliniques de phase III sont moins probants (O’Sullivan et Freedman, 2009 ; Amaral, 2015 ; 

Elborn, 2016). L’association avec des aminosides, prescrits dans le traitement des infections pulmonaires 

bactériennes chez ces mêmes patients, pourrait inhiber l’action de l’Ataluren. 

 Les molécules ciblant les mutations de classe II visent à corriger le défaut de maturation de la 

protéine CFTR, c’est-à-dire son repliement et son adressage. Plusieurs stratégies sont proposées : i) 

l’augmentation du processus de maturation via l’administration de molécules chaperonnes tel que le 

glycérol ou de molécules de faible poids moléculaire telles que le myoinositol, la bétaïne ou la taurine, ii) 

l’inhibition de l’interaction de la protéine CFTR avec les acteurs du système du contrôle qualité du réticulum 

endoplasmique par le Buphényl® (sodium 4-phénylbutyrate), et iii) l’inhibition des pompes à calcium qui 

régulent l’activité des molécules chaperonnes à l’aide du curcumin (Romey 2006). D’autre part, la mutation 

F508del qui est la plus commune des mutations chez les patients mucoviscidosiques appartient à cette 

classe. Il a été démontré qu’une incubation à température basse des cellules porteuses de cette mutation 

améliorait la maturation de la protéine CFTR (Romey 2006 ; Amaral, 2015). 

 Des molécules activatrices telles que la génistéine ou le CPX (8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine) 

peuvent s’appliquer aux classes III et IV puisqu’elles augmentent la fréquence et la durée de l’ouverture 

du canal chlore muté (Romey 2006 ; O’Sullivan et Freedman, 2009). 

 Une molécule qualifiée de molécule activatrice, l’ivacaftor (ou VX-770), est applicable à l’ensemble 

des classes de mutations, sauf la I (Elborn, 2016). Elle favorise l’adressage correct de la protéine CFTR au 

pôle apical de la cellule épithéliale. Cependant, pour la classe II, et plus particulièrement pour la délétion 

F508del, il a été démontré que l’action de l’ivafactor seul n’était pas suffisante. C’est pourquoi on y associe 

une molécule correctrice, le lumacaftor (ou VX 809) ou le VX-661 (Romey 2006 ; O’Sullivan et Freedman, 

2009 ; Fanen et al., 2014 ; Amaral, 2015 ; Elborn, 2016 ; Paranjape et Mogayzel, 2018). En France, 12% 

des patients en 2016 bénéficiaient de l’association ivacaftor/lumacaftor (Bellis et al., 2017). 

 Bien qu’encourageantes, la majorité de ces nouvelles stratégies thérapeutiques sont encore en 

cours d’évaluation. 

1.6. Complications : colonisation et infections respiratoires 

Au sein des poumons des patients atteints de mucoviscidose, les pathogènes sont piégés dans le mucus 

épais et visqueux. De plus, le mucus mucoviscidosique est hypoxique, ce qui favorise le développement 

d’infections. La clairance muco-ciliaire est altérée donc les micro-organismes inhalés ne peuvent pas être 

éliminés des voies aériennes des patients. Ainsi, ils peuvent développer une colonisation des voies 

aériennes qui peut s’orienter vers la chronicité et des infections. D’autre part, les agents pathogènes 

participent à la dégradation progressive et à l’inflammation chronique de l’épithélium bronchique, altérant 

la fonction respiratoire.  
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Figure 12. Proportions des infections bactériennes chez les patients atteints de mucoviscidose  

par classe d’âge, d’après Bellis et al. (2016). 
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1.6.1. Infections virales 

 Les patients atteints de mucoviscidose peuvent développer des infections virales dès le plus jeune 

âge. Il a cependant été démontré que les espèces virales impliquées (majoritairement les rhinovirus, le 

virus syncytial respiratoire, les virus influenza A et B), la fréquence chez les sujets et l’occurrence 

saisonnière de ces infections étaient similaires aux infections virales développées par des sujets sains. 

Cependant, dans le contexte mucoviscidosique les infections virales sont souvent plus sévères et la 

résolution est plus longue. De plus, elles favoriseraient la colonisation bactérienne des voies respiratoires 

et le pouvoir pro-inflammatoire des bactéries (Lipuma, 2010 ; Gilligan, 2014 ; Elborn, 2016).  

1.6.2. Infections bactériennes 

a) Nature des infections bactériennes 

 Les patients développent majoritairement des infections bactériennes aux S. aureus résistants à 

la méthicilline (SARMs) et à H. influenzae, des bactéries souvent retrouvées en pathologie humaine. Ces 

infections favorisent la bronchiectasie qui représente un terrain favorisant au développement de 

pathogènes opportunistes à Gram négatif. Parmi ces bactéries, l’espèce la plus représentée est P. 

aeruginosa suivie de Stenotrophomonas maltophilia et Achromobacter xylosoxidans. Contrairement aux 

deux premières espèces citées et dans ce contexte particulier, les germes opportunistes à Gram négatif 

sont souvent capables d’acquérir des résistances vis-à-vis des principales familles d’antibiotiques. De ce 

fait, l’antibiothérapie par voie orale étant souvent infructueuse, il est nécessaire d’instaurer une 

antibiothérapie par voie intraveineuse. Tandis que la fréquence des infections à Burkholderia cenocepacia 

diminue, celle des mycobactéries non-tuberculeuses augmente (ex. Mycobacterium abscessus et 

Mycobacterium avium-intracellulare). Elles sont d’autant plus difficiles à traiter que ces espèces présentent 

de nombreuses résistances acquises aux principales familles d’antibiotiques (Lipuma, 2010 ; Gilligan, 2014 

; Elborn, 2016). 

 D’autre part, les bactéries sont capables de coloniser les voies aériennes des patients. Van 

Grunderbeeck et al. (2010) ont reporté une colonisation bactérienne chez 76% des patients inclus dans 

l’étude dont 67% présentaient une colonisation chronique à P. aeruginosa. 

b) Vue d’ensemble en France 

 D’après les données recueillies dans le Registre Français de la Mucoviscidose de 2016, il s’avère 

que les SASMs et P. aeruginosa sont les principales espèces bactériennes responsables d’infections 

bactériennes tout au long de la vie du patient. Les fréquences respectives dans la population 

mucoviscidosique totale sont de 61% et 38% (Bellis et al., 2016). 

 Il est également intéressant d’observer que la nature des infections bactériennes varie en fonction 

de l’âge du patient atteint de mucoviscidose (Figure 12). Ainsi, de 0 à 29 ans environ les infections dues 

à des SASMs prédominent. A partir de 29 ans ce sont les infections à P. aeruginosa qui prennent le dessus. 

D’autre part, chez le nouveau-né et jusqu’à l’âge de 9-10 ans les enfants sont sujets à des infections à H.  
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Figure 13. Fréquence et pouvoir pathogène des principales espèces fongiques rencontrées dans les voies 

aériennes des patients atteints de mucoviscidose et qui n’ont pas reçu de greffe,  

d’après Cimon et al. (2008). 
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influenzae, ce qui les placent en seconde position après les infections aux SASMs mais devant les infections 

à P. aeruginosa. La fréquence des infections dues à B. cepacia, aux SARMs et à S. maltophilia sont 

relativement constantes au cours de la vie des patients et faibles puisqu’elles sont recensées chez moins 

de 10% des patients (Bellis et al., 2016). 

1.6.3. Colonisation et infections fongiques 

 Jusqu’à présent, seules les infections bactériennes ont été mentionnées puisque ce sont les 

infections qui dominent dans le contexte mucoviscidosique. Cependant, dans un second temps, les patients 

peuvent développer des colonisations et/ou des infections fongiques. Seules les principales espèces 

fongiques isolées seront détaillées ici. 

 La clairance muco-ciliaire défectueuse empêche l’évacuation des spores inhalées qui seront piégées 

dans le mucus bronchique épais et visqueux. Un traitement antibiotique est instauré dès lors que le patient 

présente une infection, voire une colonisation bactérienne. Ainsi, les protéases libérées par ces micro-

organismes fragilisent l’épithélium bronchique et le patient présentera un léger déficit immunitaire lié à la 

prise d’antibiotiques. L’inhalation de corticostéroïdes pour limiter l’inflammation chronique des voies 

aériennes favorise également le développement des espèces fongiques (Pihet et al., 2009 ; Van 

Grunderbeeck et al., 2010). Les infections fongiques sont donc généralement concomitantes aux infections 

bactériennes et/ou virales. 

 Actuellement, il n’existe aucune standardisation de la démarche diagnostique des infections 

fongiques pulmonaires. Les résultats sont donc difficilement comparables d’une étude à une autre (Borman 

et al., 2010 ; Coron et al., 2018). Standardiser l’isolement et l’identification des espèces fongiques, via 

l’examen direct, l’utilisation de milieux standards et semi-sélectifs pour la culture et le diagnostic 

sérologique, permettrait de mieux appréhender l’épidémiologie de ces infections.  

 Certaines généralités ont tout de même été dressées. Chez les patients non greffés, certaines 

espèces seront uniquement responsables d’une colonisation asymptomatique des poumons des patients 

alors que d’autres espèces peuvent exercer leur pouvoir pathogène qui le plus souvent se manifeste sous 

la forme d’infections broncho-pulmonaires allergiques (IBPA) (eg. Aspergillus spp. (ABPA), Scedosporium 

spp. (SBPA)) (Figure 13) (Cimon et al., 2008 ; Gilligan, 2014). Chez les patients greffés, ces champignons 

peuvent être responsables d’infections disséminées qui peuvent être fatales. 

a) Levures 

 Les levures du genre Candida, et plus particulièrement Candida spp., sont fréquemment isolées 

dans les crachats de poumons mucoviscidosiques. En effet, plusieurs études ont permis leur isolement chez 

60% à 75% des patients inclus dans les études (Cimon et al., 2008 ; Lipuma, 2010). L’isolement de C. 

albicans dans le crachat d’un patient est compliqué à interpréter puisque cette espèce est naturellement 

retrouvée dans les flores commensales et notamment la flore oro-pharyngée (Lipuma, 2010). Chez le 

patient non greffé, elle est uniquement responsable de colonisation (Cimon et al., 2008). Les autres 
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espèces de Candida qui sont moins fréquemment isolées dans ce contexte sont C. glabrata, C. dubliniensis, 

C. parapsilosis et C. tropicalis.  

b) Champignons filamenteux 

 Aspergillus fumigatus 

 Il s’agit de l’espèce fongique filamenteuse la plus communément isolée dans les poumons des 

patients atteints de mucoviscidose. Elle est responsable de la colonisation des poumons chez 57% des 

patients en moyenne, ce qui en fait la première espèce fongique filamenteuse responsable de colonisation 

chronique dans la mucoviscidose (Pihet et al., 2009). A souligner qu’A. fumigatus est rarement isolé chez 

le jeune enfant (Pihet et al., 2009). En fonction des études, sa prévalence est estimée entre 6 et 60%. Ce 

pathogène peut être à l’origine de réactions allergiques inflammatoires aussi connues sous le nom d’ABPA 

et d’infections disséminées en particulier suite à la transplantation pulmonaire (Cimon et al., 2008 ; Pihet 

et al., 2009 ; Lipuma, 2010).  

 En France, d’après les données du Registre Français de la Mucoviscidose de 2016, les infections 

aspergillaires sont présentes tout le long de la vie du patient mais leurs proportions restent inférieures à 

celles des infections aux SASMs et à P. aeruginosa. La proportion de patients présentant des infections 

aspergillaires ne cesse d’augmenter de 0 à 24 ans (moins de 10% à environ 40%) pour diminuer 

légèrement après 24 ans puisque chez les patients âgés de plus de 40 ans, Aspergillus spp. est isolé chez 

seulement 20% des patients (Figure 12) (Bellis et al., 2016). 

 D’autres espèces appartenant au genre Aspergillus sont également isolées dans le contexte 

mucoviscidosique, mais à moindre échelle (A. flavus, A. niger, A. nidulans) (Cimon et al., 2008 ; Pihet et 

al., 2009 ; Lipuma, 2010). A. terreus, bien que peu isolé (2 à 6% des patients) est la troisième espèce 

fongique filamenteuse responsable de colonisation pulmonaire. Elle peut également engendrer des ABPA. 

 Scedosporium spp. 

 Ce champignon peut entraîner une colonisation ou une infection (SBPA) dans les poumons des 

patients mucoviscidosiques non greffés (Cimon et al., 2008 ; Lipuma, 2010). Dans ce contexte, 

Scedosporium apiospermum a été retrouvé chez 10% des patients mucoviscidosiques en Australie contre 

8,6% dans une étude menée en France et 14% en Allemagne (Cimon et al., 2008 ; Lipuma, 2010). C’est 

actuellement le second champignon filamenteux capable de coloniser chroniquement les voies respiratoires 

des patients atteint de mucoviscidose (Pihet et al., 2009 ; Van Grunderbeeck et al., 2010). 

 Les infections pulmonaires à Scedosporium spp. dans le contexte mucoviscidosique seront plus 

détaillées dans la partie suivante (cf Analyse bibliographique, 2. Scedosporium spp.). 

 Lomentospora prolificans 

 L. prolificans est un champignon filamenteux qui a longtemps été considéré comme appartenant 

au genre Scedosporium. Récemment, Ramirez-Garcia et al. (2018) ont totalement dissocié le genre 

Lomentospora du genre Scedosporium. Cette espèce est responsable d’infections pulmonaires et a été 
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retrouvée chez 12% des patients atteints de mucoviscidose dans une étude qui incluait 162 patients 

(Lipuma, 2010). 

 Exophiala dermatitidis 

 E. dermatitidis est un champignon dimorphique puisqu’à 37°C il a l’aspect d’une levure noire alors 

qu’à température ambiante il développe une morphologie mycélienne. Il est décrit dans les infections 

pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose depuis les années 1990 et sa prévalence s’étend 

de 1% à 16% en Europe (Lipuma, 2010). Ce champignon peut entraîner essentiellement une colonisation 

ou une infection (pneumopathie) dans les poumons des patients mucoviscidosiques (Cimon et al., 2008 ; 

Lipuma, 2010). 

1.7. Conclusion 

 La mucoviscidose, bien que qualifiée de maladie rare, ne doit pas être sous-estimée dans la 

population mondiale. Grâce au dépistage néonatal et à la compréhension de la physiopathologie de la 

maladie, la prise en charge et la qualité de vie des patients se sont largement améliorées avec en parallèle 

une augmentation de l’espérance de vie des patients. 

 Les traitements à l’origine essentiellement symptomatiques s’accordent aujourd’hui à développer 

de nouvelles molécules pour traiter l’origine génique et protéique de la maladie (le gène CFTR et la protéine 

CFTR). Malgré des résultats prometteurs, de nombreuses années de recherche et de développement sont 

encore nécessaires afin de proposer un traitement curatif aux patients.  

 La mucoviscidose est caractérisée par une atteinte multi-viscérale mais elle touche plus 

particulièrement les poumons. Les voies respiratoires des patients sont malmenées par une inflammation 

chronique, une dégradation progressive de l’épithélium respiratoire, la production continue d’un mucus 

épais et visqueux empêchant la clairance muco-ciliaire de se réaliser, et enfin des infections en continu qui 

sont tout d’abord d’origine bactérienne puis fongique. Depuis quelques années, un champignon filamenteux 

émerge : S. apiospermum. Grâce à l’amélioration des techniques d’isolements et d’identification, ce 

champignon à croissance lente et peu sporulant est révélé au grand jour. Ainsi, il est le second champignon 

filamenteux, après A. fumigatus, responsable de la colonisation chronique des poumons des patients 

atteints de mucoviscidose.  

 C’est pourquoi le Groupe d’Etude des Interactions Hôte-Pathogène (GEIHP) EA3142, dans lequel 

je réalise ma thèse, mène ses recherches sur la compréhension de la pathogénicité de ce champignon mais 

aussi sur le développement de nouvelles méthodes diagnostiques et l’identification de nouvelles cibles 

thérapeutiques. La prochaine sous-partie de l’analyse bibliographique s’intéresse à la biologie et à 

l’épidémiologie des espèces appartenant au genre Scedosporium. 
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Figure 14. Positionnement du genre Scedosporium au sein du règne fongique, d’après le JGI, Hongsanam et al. (2017) et Spatafora et al. (2017). 

 

Figure 15. Schématisation des ascospores décrites chez les Microascaceae, d’après Pöggeler et al. (2006). 

A. Cléistothèce. B. Périthèce.
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2. Le genre Scedosporium 

 Les travaux exposés dans ce manuscrit s’articulent uniquement autour de la souche S. 

apiospermum IHEM 14462. Cependant, il nous semblait intéressant de traiter l’ensemble des espèces du 

genre Scedosporium dans cette sous-partie, pour lesquelles de nombreuses revues sont disponibles 

(Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015 ; Ramirez-Garcia et al., 2018). 

2.1. Taxonomie et phylogénie 

2.1.1. Taxonomie du genre Scedosporium 

 Au sein du règne des Fungi, le genre Scedosporium regroupe plusieurs espèces filamenteuses 

appartenant au sous-règne des Dikarya, à la division des Ascomycètes, au sous-embranchement des 

Pezizomycotina, à la classe des Sordariomycètes, la sous-classe des Hypocreomycetidae, l’ordre des 

Microascales et la famille des Microascaceae (Figure 14). 

 Le règne des Fungi regroupe des organismes eucaryotes unicellulaires (levures) et pluricellulaires 

(moisissures et champignons supérieurs). Les Ascomycètes sont des levures et des champignons qui 

produisent des spores (ascospores) à l’intérieur d’asques. Le sous-embranchement des Pezizomycotina 

regroupe la majorité des espèces classées parmi les Ascomycètes. Ces espèces sont dites filamenteuses 

puisqu’elles se développent sous la forme d’hyphes. De nombreux champignons phytopathogènes et 

pathogènes de l’Homme sont classés parmi les Sordariomycètes (ex. Magnaporthe grisea, Fusarium spp.). 

La classification des espèces en tant que Hypocreomycetidae repose sur des critères de biologie moléculaire 

essentiellement. Les espèces regroupées dans l’ordre des Microascales sont de potentielles pathogènes de 

l’Homme telles que celles appartenant aux genres Scopulariospsis et Microascus. La famille des 

Microscaceae se caractérise par la formation de deux types d’ascospores : i) les cléistothèces, qui sont des 

sphères closes appelées ascocarpes qui libèrent les ascospores en se déchirant à maturité et ii) les 

périthèces, qui sont des ascocarpes non clos munis d’un ostiole qui permet la libération des ascospores 

(Figure 15) (Cortez et al., 2008). 

2.1.2. Phylogénie de Scedosporium spp. 

 Les connaissances sur les espèces fongiques ne cessent de se développer, notamment les 

connaissances moléculaires liées au séquençage massif de nombreux génomes. Ainsi, la phylogénie des 

champignons est en perpétuelle évolution, et le genre Scedosporium n’y échappe pas. 

a) Découverte des espèces du genre Scedosporium 

 Le premier isolat du genre Scedosporium, Monosporium apiospermum, issu d’un mycétome à 

grains blancs a été décrit en 1911 par Saccardo. Huit années plus tard, Castellani et Chalmers renomment 

cette souche Scedosporium apiospermum. En 1922, Shear analyse un isolat clinique retrouvé dans un 

mycétome, décrit le cycle de vie du champignon et l’identifie comme Allescheria boydii. Jusque dans les 

années 1940, S. apiospermum et A. boydii étaient considérés comme deux agents différents, tous les deux 
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Tableau II. Caractéristiques culturales et morphologiques des espèces appartenant au genre Scedosporium/Pseudallescheria, d’après Gilgado et al. (2005, 2008). 

 Stade téléomorphe 
Stade 

anamorphe 
Stade Graphium  
(2nd anamorphe) 

 

Temp. de 
croissance 
optimale 

(°C) 

Temp. de 
croissance 
maximale 

(°C) 

Synthèse 
d’un 

pigment 
(PDA, 25°C) 

Conidies Aleuries 

Clade 1 Inconnu S. aurantiacum + 
 

37 45 + (orangé) 
Cylindrique ou en 
forme de bouteille 

Ovoïde, paroi épaisse 

Clade 2 P. minutispora S. minustispora + 
 

37 40 - Cylindrique Ellipsoïdale à ovoïde, paroi mince 

Clade 3 Inconnu S. dehoogii – 
 

25 40 - 
Cylindrique ou en 
forme de bouteille 

Ovoïde, paroi mince 

Clade 4 P. apiosperma S. apiospermum + 
 

37 40 V Cylindrique (Sub)globuleuse, paroi épaisse 

Clade 5 
P. boydii et espèces 
apparentéesa 

S. boydii et espèces 
apparentéesa 

+ 
 

37 40 V Cylindrique (Sub)globuleuse, paroi épaisse 

 

V : variable 

a S. angusta, S. ellipsoidea et S. fusoidea 
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responsables de mycétomes. Ensuite, Emmons a démontré que le premier était l’anamorphe du second, 

car ces deux espèces possédaient une morphologie semblable et qu’ils induisaient la même 

symptomatologie. En 1970, le téléomorphe A. boydii a été renommé Petriellidium boydii puis 

Pseudallescheria boydii en 1982 (Cortez et al., 2008).  

b) Evolution phylogénétique de Scedosporium spp. 

 A partir des années 1990, des études phylogénétiques ont démontré que P. boydii et les espèces 

apparentées présentaient une grande variabilité génétique (De Hoog et al., 1994; Issakainen et al., 1997; 

Rainer et al., 2000).  

 Auparavant, les scientifiques élaboraient la taxonomie des espèces fongiques en distinguant la 

forme anamorphe (forme asexuée) ou téléomorphe (forme sexuée) du champignon (Hawksworth et al., 

2011). Ainsi, il a longtemps été considéré que le genre Scedosporium regroupait trois espèces fongiques : 

i) S. apiospermum, la forme anamorphe de ii) Pseudallescheria boydii et iii) S. prolificans. P. boydii étant 

considéré comme la forme responsable des scédosporioses (Cortez et al., 2008). En revanche, aucune 

forme téléomorphe de S. prolificans n’était décrite (Cortez et al., 2008). Actuellement, l’appellation 

« Pseudallescheria » a été abandonnée au profit de l’appellation « Scedosporium » (Lackner et al., 2014c). 

 En 2005, une première révision majeure de la taxonomie du genre Scedosporium a été proposée 

par Gilgado et al., (Gilgado et al., 2005). Des études morphologiques (macroscopiques et microscopiques) 

(Tableau II), des tests physiologiques (température optimale de croissance) (Tableau II) et 

biochimiques (assimilation des hydrates de carbone), ainsi que moléculaires (séquençage des séquences 

nucléotidiques des régions ITS1 et ITS2 (pour Internal Transcribed Spacer Regions) de la sous-unité 58S 

des ARN ribosomaux, séquençage partiel du gène codant la calmoduline (CAL) et de deux régions du gène 

codant la β-tubuline (TUB et BT2)) ont été conduites sur une soixantaine d’isolats cliniques et 

environnementaux provenant de différentes régions du monde. Il a été mis en évidence que P. boydii/S. 

apiospermum formaient en fait un complexe d’espèces se composant de P. angusta, P. ellipsoidea et P. 

fusoidea. De plus, deux nouvelles espèces phylogénétiquement proches du complexe ont été identifiées, il 

s’agit de P. minutispora et S. aurantiacum. 

 Une seconde révision a permis de caractériser S. apiospermum et P. boydii comme deux espèces 

distinctes et d’identifier une nouvelle espèce, S. dehoogii (Tableau II) (Zeng et al., 2007 ; Gilgado et al., 

2008 ; Lackner et al., 2012b, 2014c ; Chen et al., 2016). 

 En 2010 une nouvelle espèce dénommée S. deficiens a été identifiée. Elle semblerait 

phylogénétiquement proche de S. dehoogii (Rainer et Kaltseis, 2010). Puis en 2016 c’est S. cereisporum 

qui a été caractérisée comme nouvelle espèce phylogénétiquement proche de S. aurantiacum (Crous et 

al., 2016).  

 En parallèle de la description de nouvelles espèces du genre Scedosporium, des révisions 

concernant la nomenclature des champignons ont été établies suite à la déclaration d’Amsterdam « One 

fungus – One name » en 2011. Ainsi la nomenclature binomiale basée sur la forme anamorphe ou  
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Figure 16. Phylogénie actuelle des espèces du genre Scedosporium, 

d’après Ramirez-Garcia et al. (2018).  

A. Hérivaux©2018 
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téléomorphe du champignon a été bannie (Hawksworth et al., 2011). De plus, la dénomination 

Pseudallescheria a été abandonnée en 2014 (Lackner et al., 2014c). 

 Très récemment, une nouvelle étude phylogénétique a été menée et permet aujourd’hui de 

dénombrer 10 espèces fongiques au sein du genre Scedosporium (Figure 16) (Ramirez-Garcia et al., 

2018). Parmi ces espèces on retrouve S. aurantiacum, S. cereisporum, S. dehoogii, S. desertorum et S. 

minutisporum. Les cinq autres espèces forment le complexe S. apiospermum : S. angustum, S. 

apiospermum sensu stricto, S. boydii, S. ellipsoideum et S. fusarium. De plus, L. prolificans semblerait ne 

pas être liée aux espèces du genre Scedosporium et constituerait donc le genre Lomentospora à part 

entière (Lackner et al., 2014c ; Ramirez-Garcia et al., 2018). 

2.2. Distribution environnementale et clinique des Scedosporium  

 La compréhension de l’épidémiologie des infections à Scedosporium spp. est essentielle. De plus, 

en s’intéressant à l’écologie des espèces du genre Scedosporium il est possible d’identifier de potentiels 

réservoirs et ainsi de pouvoir lutter plus efficacement contre la dissémination de ces moisissures et prévenir 

les colonisations/infections chez l’Homme sain, en mettant en place des mesures préventives (Guarro et 

al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015 ; Ramirez-Garcia et al., 2018 ; Rougeron et al., 2018 ). 

2.2.1. Niches environnementales 

 Pour commencer, il est essentiel de garder en mémoire le fait que les Scedosporium sont des 

moisissures saprophytes du sol. Enfin, elles sont thermotolérantes et halophiles, capables de survivre en 

conditions d’hypoxie ou d’hyperosmie (De Hoog et al., 1994). 

a) Niches dans l’environnement extérieur 

 D’après les caractéristiques précédemment mentionnées, les Scedosporium sont des moisissures 

capables de survivre dans les environnements fortement impactés par l’activité humaine comme les zones 

polluées, généralement peu oxygénées mais à fortes pression osmotique et riches en nutriments. C’est 

pourquoi on les retrouve notamment dans les marais, les boues des fossés, le fond des étangs et des 

mares, les effluents des usines de traitement des eaux usées, les boues côtières, les eaux salées et 

saumâtres. Quelques études ont rapporté la présence d’espèces du genre Scedosporium dans des 

échantillons d’eau pouvant provenir de piscines publiques (Guarro et al., 2006 ; Ramirez-Garcia et al., 

2018 ; Rougeron et al., 2018). De plus, ces champignons ont été isolés à partir d’autres niches 

environnementales riches en nutriments telles que les sols, le lisier du bétail et des volailles, le guano des 

chauves-souris, des poulets ou des merles (Guarro et al., 2006 ; Rougeron et al., 2018).  

 Plusieurs études ont permis d’appréhender la raison pour laquelle certaines niches écologiques 

sont particulièrement riches en Scedosporium spp. Il existe une première corrélation entre l’abondance de 

Scedosporium spp. et l’impact de l’activité humaine. Des souches ont été particulièrement isolées à partir 

des sols de zones agricoles, des aires de jeux pour enfants et des alentours des villes (Ramirez-Garcia et 
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al., 2018). La concentration en azote dans l’environnement semble être positivement corrélée avec la 

densité en moisissures (Kaltseiss et al., 2009). Des températures élevées, avoisinant les 30°C, sont 

également corrélées avec l’augmentation de la densité fongique, en particulier pour S. apiospermum et S. 

dehoogii (Ramirez-Garcia et al., 2018). Le pH du milieu est également un facteur déterminant. Le pH 

optimum des souches de Scedosporium spp. a été défini entre 6 et 8. C’est pourquoi, ces moisissures sont 

très peu retrouvées dans les sols des zones forestières (pH acide) ou le sable des dunes côtières (pH 

basique). 

 Enfin, la capacité de Scedosporium spp. à survivre dans les zones hautement polluées a poussé la 

curiosité scientifique à s’intéresser à la capacité de ces champignons à dégrader des composés aliphatiques 

et aromatiques, et donc leur potentiel dans le domaine de la bioremédiation (Ramirez-Garcia et al., 2018 

; Rougeron et al., 2018).  

b) Niches dans l’environnement intérieur 

 A ce jour, peu d’informations sont disponibles concernant d’éventuelles niches environnementales 

domestiques. Une première étude conduite en 1989 en milieu hospitalier a permis, suite à l’analyse de la 

terre de cinq plantes en pot, de mettre en évidence la présence de S. apiospermum (Summerbell et al., 

1989). Ainsi, les plantes en pot ont été identifiées comme de potentiels réservoirs de champignons 

opportunistes pathogènes de l’Homme, dont S. apiospermum, pouvant expliquer la contamination 

notamment des patients immunodéprimés. En 2007, une étude environnementale complémentaire a été 

menée au domicile de six patients atteints de mucoviscidose, afin de déterminer l’origine de la colonisation 

des voies aériennes de ces patients par S. apiospermum (Sidot et al., 2007). Tous les échantillons prélevés 

se sont révélés négatifs (air : n = 18, eau : n = 9) à S. apiospermum, à l’exception d’un prélèvement de 

surface (n = 52) et de 72% des échantillons de terre de plantes en pot (41/57).  

 Suite à ces observations, des recommandations ont pu être prodiguées afin de limiter la 

colonisation des voies aériennes des patients atteints de la mucoviscidose par S. apiospermum : i) 

l’éradication des plantes en pot au domicile du patient et dans les unités de soins ou ii) l’addition 

d’antifongiques actifs contre S. apiospermum dans la terre des plantes en pot. 

2.2.2. Distribution géographique 

 Les Scedosporium spp. sont décrits comme des champignons cosmopolites. Cependant, en 

fonction de la zone géographique du globe, donc du climat, des différences dans la distribution des espèces 

du genre Scedosporium spp. sont observées. Ainsi, ce sont des espèces fongiques principalement 

retrouvées dans les régions tempérées du globe terrestre, et à fréquence plus modérée dans les régions 

tropicales. 

a) En France 

 Une étude environnementale a été menée dans la région des Pays de la Loire en France. Parmi les 

119 échantillons provenant de 11 types différents de zones impactées par l’activité humaine, sur 368 
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Scedosporium spp. isolés, seuls 259 isolats ont pu être identifiés jusqu’au rang de l’espèce (Rougeron et 

al., 2015).  

 Tout d’abord, des espèces du genre Scedosporium ont été isolées dans 40% des échantillons de 

sol. La répartition des Scedosporium spp. variait en fonction du type de sol prélevé. En effet, aucune souche 

n’a été isolée des prélèvements réalisés en forêts et seulement 13% (2/15) des échantillons provenant de 

vignobles dont le sol n’a pas été enrichi. Cependant, 92% (11/12) des échantillons issus de zones agricoles 

étaient positifs, tout comme 40% à 60% des échantillons provenant des rives de rivières, des parcs urbains, 

des zones de jeux, des zones industrielles et des usines recyclant les eaux usées, et 33% (3/9) des 

échantillons du littoral. Ces résultats obtenus en France concordent avec ceux obtenus auparavant lors 

d’études menées dans d’autres régions du monde (Kaltseis et al., 2009 ; Harun et al., 2010) et confirment 

le fait que les espèces du genre Scedosporium sont aptes à se développer dans les sols contaminés par les 

hydrocarbures comme les sols saturés en huile. Mais ces observations sont également en accord avec la 

capacité de ces moisissures à dégrader des composés aromatiques ou des composés aliphatiques linéaires 

(Rougeron et al., 2018) ainsi que sa capacité à utiliser le gaz naturel (Guarro et al., 2006).  

 De plus, 33% à 50% des échantillons de sols prélevés à proximité de points d’eau étaient positifs, 

confirmant le risque de se contaminer par Scedosporium spp. suite à un syndrome de quasi-noyade dû à 

l’aspiration d’eau issue des égouts, hautement polluée, stagnante ou boueuse. 

 Dans l’Ouest de la France, S. dehoogii est l’espèce la plus fréquemment isolée parmi les 

Scedosporium spp. alors que dans cette étude S. minutispora a été isolé une seule fois. Cependant cet 

dernier possède une température optimale de croissance de 25°C or les ensemencements étaient incubés 

à 37°C dans cette étude donc la proportion de cette espèce a pu être sous-estimée. S. apiospermum, S. 

aurantiacum et S. boydii sont retrouvés en proportions équivalentes (22,2%, 18,8% et 19,5% 

respectivement). L’ensemble de ces espèces est ubiquitaire dans les sols français urbains ou ruraux. 

b) Dans le monde 

 Plusieurs études visant à apprécier la distribution des différentes espèces de Scedosporium ont été 

conduites sur des prélèvements de sols dans des zones naturelles ou impactées par l’activité de l’Homme, 

en 2009 en Autriche et aux Pays-Bas (Kaltseis et al., 2009) et en 2010 en Australie dans la région de 

Sydney (Harun et al., 2010). 

 En Autriche, S. apiospermum et S. dehoogii sont fréquemment retrouvés dans les environnements 

impactés par l’activité humaine donc dans les zones industrielles (Kaltseis et al., 2009). Cependant, S. 

dehoogii se développe principalement dans les zones industrielles alors que S. apiospermum est plus 

fréquemment retrouvé dans les sols agricoles, dans les parcs ou les aires de jeux. Ces résultats sont 

étonnants puisqu’en clinique il a été démontré que S. boydii, suivi de S. apiospermum, étaient les deux 

espèces les plus fréquemment isolées alors que S. dehoogii ne l’est que très rarement. De plus, S. boydii 

n’a été que très peu isolé dans les prélèvements de sol. S. aurantiacum a été retrouvé à fréquence égale, 
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mais minime, dans les prélèvements environnementaux et cliniques. Enfin, S. minutisporum n’a été isolé 

que très rarement, et uniquement dans les échantillons du sol des zones industrielles. 

 En Australie, c’est S. aurantiacum qui était majoritairement isolé (54,6%) bien que S. dehoogii et 

S. apiospermum étaient fréquemment isolés des prélèvements réalisés en zones urbaines (S. apiospermum 

était notamment retrouvé dans les aires de jeux). P. boydii était la seule espèce retrouvée dans toutes les 

zones de prélèvement réalisées. Enfin, S. dehoogii n’a été retrouvé que dans la région centrale de Sydney 

(Harun et al., 2010). 

2.2.3. Epidémiologie clinique 

 Les scédosporioses sont les infections dues à Scedosporium spp., pouvant générer des infections 

du tissu cutané et sous-cutané jusqu’à des infections disséminées, notamment chez le patient 

immunodéprimé (cf. Analyse bibliographique, 2.4. Scédosporioses). Scedosporium spp. sont 

considérés comme des pathogènes « émergents », non pas parce qu’ils ont été récemment décrits mais 

parce qu’ils sont plus fréquemment isolés, de par le développement de milieux semi-sélectifs favorisant 

leur croissance (cf Analyse bibliographique, 2.5. Diagnostic). 

a) Scédosporioses 

  Des groupes à risques ont pu être identifiés dans le cas des infections à Scedosporium spp. : i) 

les individus présentant une infection chronique des poumons telle que la mucoviscidose, ii) la pseudo-

noyade ou encore iii) le statut immunitaire du patient. De plus, la gravité de l’infection dépend de l’organe 

touché et de la sensibilité aux antifongiques de l’espèce concernée (Ramirez-Garcia et al., 2018).  

 Les individus immunodéprimés (transplantation d’organe, greffe de moëlle osseuse, cancer, 

patient VIH, …) sont particulièrement sujets aux scédosporioses invasives. La gravité de ces infections 

réside dans le fait qu’un fort taux de mortalité y est associé.  

 Chez le patient immunocompétent, la majorité des cas de scédosporioses reportées est liée à 

l’inoculation traumatique du champignon, conduisant à des infections du tissu cutané et sous-cutané ou 

encore à la colonisation des poumons. Ces individus sont également sujets à des infections cérébrales suite 

à un évènement de pseudo-noyade et l’inhalation accidentelle de spores. 

b) Cas particulier : la mucoviscidose 

 Les espèces du genre Scedosporium, et plus particulièrement S. apiospermum et S. boydii, sont 

les champignons filamenteux les plus fréquemment isolés, après A. fumigatus, au cours de la colonisation 

des poumons des patients dans le contexte de la mucoviscidose (Ramirez-Garcia et al., 2018). Des études 

ont reporté des fréquences d’isolation de Scedosporium spp. à hauteur de 3,3 à 11,6% des cas dans ce 

contexte (Cimon et al., 2000 ; Blyth et al., 2010b ; Paugam et al., 2010). 

 Toujours dans ce même contexte, la répartition géographique des espèces Scedosporium est 

variable d’une région du monde à une autre (Blyth et al., 2010b ; Zouhair et al., 2013). Par exemple, 
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l’espèce S. boydii prédomine dans l’Ouest de la France dans le contexte mucoviscidosique alors que souvent 

peu isolée dans les prélèvements environnementaux (Zouhair et al., 2013). On retrouve ensuite S. 

apiospermum et S. auranticaum dans les mêmes proportions dans les échantillons de patients 

mucoviscidosiques et dans les échantillons de l’environnement. Enfin, l’espèce S. minutisporum était 

également identifiée mais à moindre échelle par rapport aux autres espèces du genre, tout comme dans 

les études environnementales. En revanche, S. dehoogii est fréquemment isolé dans l’environnement mais 

n’a jusqu’à ce jour jamais été isolé chez les patients atteints de mucoviscidose (Rougeron et al., 2015). 

Observation étonnante puisque cette espèce a été identifiée comme la plus virulente après inoculation chez 

l’animal (Gilgado et al., 2009). En Allemagne, c’est S. apiospermum qui est le plus fréquemment isolé, 

suivi de S. boydii, S. aurantiacum puis S. minutisporum (Sedlacek et al., 2015). En Australie, S. 

aurantiacum est la principale espèce identifiée suivie de S. apiospermum (Blyth et al., 2010b). 

2.3. Pathogénie 

2.3.1. Facteurs de virulence 

 Les données disponibles concernant les facteurs de virulence de Scedosporium spp. restent encore 

aujourd’hui limitées. Cependant, un certain nombre d’acteurs semblent impliqués dans la virulence de ces 

champignons : la mélanine, les enzymes glycoprotéolytiques, les enzymes du stress oxydatif. Ainsi, il est 

essentiel que l’hôte soit capable de développer une réponse immunitaire efficace pour lutter contre ces 

pathogènes. 

a) Métallo- et sérines-protéases 

 Les métallo-protéases et les sérines protéases sont des enzymes protéolytiques qui dégradent les 

tissus de l’hôte. 

 Les métallo-protéases, supposées dépendantes au zinc et présentant une activité optimale à pH 

5,5, sont capables de détruire la laminine et le fibrinogène des cellules de l’hôte. Ces enzymes 

permettraient au champignon d’échapper aux cellules immunitaires de l’hôte puisque le fibrinogène active 

les macrophages et les monocytes (Cortez et al., 2008 ; Ramirez-Garcia et al., 2018). 

 Les sérines protéases sont des protéines qui possèdent la faculté de dégrader le fibrinogène 

d’origine humaine. Ainsi, elles participeraient à la pathogénie de Scedosporium spp. car seraient 

responsables en partie de l’inflammation et de la dégradation des tissus donc permettraient au champignon 

d’envahir plus facilement les cellules de l’hôte (Cortez et al., 2008 ; Ramirez-Garcia et al., 2018). 

b) Sidérophores 

 Le neurotropisme de Scedosporium spp. peut s’expliquer par la présence de sidérophores, qui sont 

des molécules sécrétées uniquement en condition de stress (l’acide dimérumique et le N(α)-méthyl 

coprogène B). En effet, ces protéines sont dépendantes du fer or le SNC (système nerveux central) contient 

du fer libre alors qu’on en retrouve peu dans le sérum humain (Cortez et al., 2008 ; Ramirez-Garcia et al., 
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2018). Ainsi les sidérophores permettent l’entrée du fer extracellulaire dans les cellules fongiques en le 

chélatant. 

c) Composants de la paroi cellulaire 

 Les composants de la paroi de la cellule fongique peuvent participer à la pathogénicité de 

Scedosporium spp. (Ramirez-Garcia et al., 2018). Par exemple, les peptidorhamnomannanes participent à 

l’adhésion des cellules fongiques et leur endocytose dans les tissus de l’hôte. D’autre part, les alpha-

glucanes sont des polysaccharides glycogéniques qui se liguent aux Toll-Like Receptors et activent la 

réponse immune de l’hôte, ou encore des glycosphingolipides, les glucosylcéramides, qui participent à la 

croissance et à la différenciation des cellules fongiques.  

 Un ultime composant de la paroi des spores pouvant jouer un rôle dans la pathogénie de 

Scedosporium spp. est la mélanine, issue de l’oxydation de composés phénoliques (1,8-

dihydroxynaphtalène). Ce sont des pigments bruns à noirs de haut poids moléculaires qui apportent cette 

coloration caractéristique grisâtre-brunâtre aux colonies âgées, puisque ces pigments sont produits par les 

spores. La mélanine participerait à la pathogénicité des espèces du genre Scedosporium en les protégeant 

des stresses environnementaux et des mécanismes de défense de l’hôte (Cortez et al., 2008 ; Ramirez-

Garcia et al., 2018). 

d) Enzymes du stress oxydatif 

 Des enzymes du stress oxydatif, superoxyde dismutases Cu/Zn et catalases, permettent 

l’échappement du champignon à la réponse immunitaire de l’hôte (Ramirez-Garcia et al., 2018). En effet, 

le principal mécanisme de défense de l’hôte développé par les macrophages face à un pathogène est la 

production d’espèces réactives de l’oxygène. 

2.3.2. Réponse immune de l’hôte 

 Une étude a démontré que selon l’organe fongique ciblé, les cellules immunitaires mises en jeu ne 

seront pas les mêmes. Ainsi, la dégradation des hyphes est réalisée via l’action des leucocytes alors que 

les conidies seront phagocytées via les macrophages (Gil-Lamaignere et al., 2003). 

 En revanche, l’interleukine IL-15 pourtant très active dans la réponse immune de l’hôte face à une 

infection à L. prolificans en favorisant le développement des leucocytes polynucléaires et du stress oxydatif 

ne l’est pas dans le cas des infections à Scedosporium spp. (Kershaw et al., 1990). Cette observation 

semble liée à la haute virulence intrinsèque des espèces du genre Scedosporium, notamment observée 

chez S. apiospermum. 

2.4. Scédosporioses 

 Les espèces appartenant au genre Scedosporium sont des pathogènes opportunistes. Il peuvent 

être à l’origine d’une simple colonisation ou de manifestations cliniques, appelées scédosporioses, allant  
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Figure 17. Description des organes pouvant être colonisés et/ou infectés par Scedosporium, 

d’après Cortez et al. (2008) et Servier Medical Art. 

  

A. Hérivaux©2018 
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de la simple infection superficielle à l’infection systémique pouvant entraîner la mort, particulièrement chez 

le patient immunodéprimé (Figure 17) (Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015 ; 

Ramirez-Garcia et al., 2018).  

 Le choix a été fait de développer ici les principales scédosporioses, en nous intéressant également 

au cas particulier des patients mucoviscidosiques et aux conséquences d’une colonisation pulmonaire. 

2.4.1. Contamination 

 Différentes formes de scédosporioses peuvent être contractées par les patients en fonction de la 

porte d’entrée du pathogène et du statut immunitaire du patient. Les infections localisées, telles que les 

mycétomes sous-cutanés ou les infections ostéo-articulaires sont généralement dues à une inoculation 

traumatique du champignon (ex. souillure d’une plaie avec de la terre, piqûre avec une épine de rosier ou 

un bout de bois, blessure avec des outils de jardinage souillés de terre) et généralement décrites chez les 

patients immunocompétents. Les infections du SNC peuvent être la conséquence d’un syndrome de 

pseudo-noyade, au cours duquel le patient immunocompétent inhale involontairement de l’eau stagnante 

souillée par le champignon (ex. accident de la route, tsunami). L’inhalation de spores, bien que peu décrites 

dans les prélèvements d’air, peut être à l’origine d’infections broncho-pulmonaires ou encore d’infections 

disséminées généralement chez le patient immunodéprimé ou traumatique (Walsh et al., 2004 ; Cimon et 

al., 2015). 

2.4.2. Scédosporioses localisées 

 Ces scédosporioses sont la conséquence d’une inoculation traumatique du champignon chez des 

personnes saines et immunocompétentes (Walsh et al., 2004 ; Guarro et al., 2006 ; Cimon et al., 2015). 

La résection chirurgicale du champignon est généralement associée à un traitement antifongique (Guarro 

et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015 ; Ramirez-Garcia et al., 2018). 

a) Infections cutanées 

 L’identification de Scedosporium spp. est compliquée de prime abord puisque la clinique de ces 

infections n’est pas spécifique à ce genre fongique. En effet, les infections cutanées dues à Aspergillus spp. 

ou Fusarium spp. présentent également des ecchymoses, des papules nécrotiques et hémorragiques, des 

plaques érythémateuses ou des nodules (Ramirez-Garcia et al., 2018). 

b) Eumycétomes 

 Deux catégories de mycétomes sont à différencier : i) les actinomycétomes d’origine bactérienne 

et ii) les eumycétomes ayant pour origine les champignons filamenteux dont Scedosporium spp. pour 10% 

des mycétomes recensés (Walsh et al., 2004 ; Cortez et al., 2008 ; Jimenez et Salvo, 2011 ; Bonifaz et 

al., 2014). La première description d’un mycétome à S. apiospermum a été réalisée par Shear dans les 

années 1920. Cette espèce est particulièrement identifiée dans les mycétomes de patients issus des climats 

tempérés et humides (ex. Europe, Etats-Unis). Tous les eumycétomes liés à des champignons filamenteux 
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sont des cas d’importation à l’exception de l’eumycétome à Scedosporium qui est acquis (Castro et al., 

1993 ; Walsh et al., 2004). Toutefois, des eumycétomes à Scedsoporium sont également reportés, à 

moindre échelle, dans les climats arides (ex. Inde, Afrique du Nord) (Venugopal et Venugopal, 1995 ; 

Ahmed et al., 2004). S. boydii est la principale espèce du genre Scedosporium responsable de mycétomes. 

 Le mycétome est une manifestation chronique et non douloureuse de par la sécrétion probable 

d’un anesthésiant local (Jimenez et Salvo, 2011) résultant de l’inoculation traumatique de l’agent 

pathogène chez l’individu sain (ex. épines, échardes de bois, abrasion ou blessures avec des outils 

jardinage ou agricoles). Les membres inférieurs (pieds et jambes) sont principalement touchés par ces 

manifestations. L’infection de la peau et des tissus sous-cutanés, qui peut s’étendre aux articulations et 

aux os, est progressive bien que la lésion aux marges bien définies reste localisée pour une longue période 

(Queiroz-Telles et al., 2003). Des nodules granulomateux suppuratifs, associés à une tuméfaction et une 

nécrose localisée, sont souvent observés. Ils renferment des grains, correspondant à des amas de 

champignon associés à des débris inflammatoires, blanc-jaunâtres ayant l’aspect de graines de figues, 

caractéristiques du mycétome mais pas du mycétome à Scedosporium spp. (Rippon et Carmichael, 1976). 

Les examens cliniques et radiologiques ne sont pas discriminatoires puisque similaires à ceux causés par 

d’autres champignons (Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015).  

c) Arthrites et ostéomyélites 

 Chez les patients immunocompétents, l’inoculation traumatique ou chirurgicale de Scedosporium 

spp. par effraction du tissu sous-cutané ou l’injection intra-articulaire de corticoïdes peut conduire à des 

arthrites (ex. genou, épaule) et des ostéomyélites. Chez les patients immunodéprimés, ces infections 

peuvent être observées mais résultent généralement d’une dissémination hématogène du champignon, 

potentiellement suite à une greffe. L’articulation la plus touchée est le genou, suivi de l’épaule puis des 

articulations des doigts de la main et du pied pour les arthrites alors que les pieds sont la localisation 

principale des ostéomyélites à Scedosporium spp. (Cimon et al., 2015). Les espèces les plus impliquées 

dans ces infections sont S. apiospermum et S. boydii (Taj-Aldeen et al., 2015). 

 Les signes cliniques, pouvant se déclarer très longtemps après l’inoculation du champignon dans 

le cas des arthrites, sont non spécifiques et incluent œdème, érythème, douleur, perte de fonction et 

hyperthermie localisée (Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015). Dans le cas des ostéomyélites, le point 

d’appel correspond à des douleurs ostéo-articulaires post-traumatiques (Cimon et al., 2015). La culture du 

liquide synovial peut se révéler négative donc le diagnostic de ces infections est compliqué (Guarro et al., 

2006). Lors de l’examen histologique, le praticien est capable d’observer des filaments hyalins mais pas 

de grains contrairement aux mycétomes. De plus, même si la radiographie peut s’avérer normale, 

l’imagerie par résonance magnétique peut affirmer le diagnostic. 

d) Infections oculaires 

 Les infections oculaires à Scedosporium spp. chez les patients immunocompétents sont 

généralement la conséquence d’un traumatisme, d’une chirurgie ou de la dissémination du champignon à  



Analyse bibliographique – Le genre Scedosporium 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   51 

partir d’un site adjacent. Il s’agit généralement de kératites ou d’endophtalmies à S. apiospermum ou S. 

boydii (Cimon et al., 2015). Chez les patients immunodéprimés, l’infection de l’œil peut faire suite à la 

dissémination hématogène du champignon, un épisode de nutrition parentérale, une chimiothérapie ou 

l’injection intraveineuse de médicaments (Cortez et al., 2008). Dans ce cas, la majorité des infections 

oculaires sont des endophtalmies (Cimon et al., 2015).  

 La clinique n’est pas spécifique (ulcération douloureuse et purulente de la cornée, douleurs 

localisées, photophobie, diminution de l’acuité visuelle, larmoiements, rougeur). Des lésions grises à 

blanches à marges irrégulières et aux bordures surélevées pour la kératite ou à marges régulières pour 

l’endophtalmie sont observées lors de l’examen de l’œil. L’agent Scedosporium est extrêmement difficile à 

identifier, retardant le diagnostic ou pouvant l’aggraver. En effet, si le diagnostic mycologique n’est pas 

établi, le praticien prescrira des antibiotiques et/ou des corticoïdes en première intention or ces molécules 

favoriseront la dissémination de la scédosporiose (Cimon et al., 2015). 

2.4.3. Scédosporioses pulmonaires 

 Le champignon Scedosporium spp. a la capacité de coloniser asymptomatiquement, ou non, les 

cavités naturelles comme les sinus, le conduit auditif ou encore les poumons. Nous nous focaliserons ici 

sur la colonisation des poumons chez les patients qui présentent un terrain pulmonaire sensible (ex. patient 

ayant conservé des cavités suite à la tuberculose, à la sarcoïdose, troubles pulmonaires chroniques comme 

la mucoviscidose) (Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015 ; Ramirez-Garcia et al., 

2018). 

a) Scédosporiome 

 Le scédosporiome, aussi appelé boule fongique pulmonaire ou mycétome pulmonaire, est 

cliniquement similaire à un aspergillome (Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015). 

Ainsi, les symptômes non spécifiques les plus fréquemment observés sont la fièvre, la toux, les 

expectorations et des hémoptysies. Lors de l’examen radiologique, des images en « grelots » sont 

recherchées. Le diagnostic fongique est réalisé sur des expectorations, une aspiration bronchique, un 

liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) ou encore une biopsie ou une ponction. Cependant, les cultures 

sont parfois négatives. L’examen histologique ou la recherche d’anticorps spécifiques peuvent venir 

compléter la démarche diagnostique (Guarro et al., 2006 ; Cimon et al., 2015). 

b) Scédosporioses broncho-pulmonaires allergiques 

 Les principaux agents cliniques d’IBPA sont les Aspergillus spp. Cependant, les espèces du genre 

Scedosporium sont à l’origine de 3% des mycoses BPA (Cimon et al., 2000). Ces affections engendrent 

une détérioration de la fonction respiratoire des patients (Ramirez-Garcia et al., 2018) avec des 

bronchospasmes, des bronchectasies, des infiltrats pulmonaires visibles en imagerie. Le champignon peut 

être isolé à partir d’expectorations. Malgré des réactions d’hypersensibilité immédiate à immunoglobulines 

E et semi-retardée à complexes immuns, aucun outil diagnostic d’hypersensibilité immédiate n’est 
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disponible pour Scedosporium spp. (Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015 ; 

Ramirez-Garcia et al., 2018). 

2.4.4. Scédosporioses systémiques invasives 

 Scedosporium spp. peut être responsable d’infections disséminées via sa capacité à envahir les 

vaisseaux et à sporuler dans les tissus. Le point de départ de ces infections est variable : les poumons, la 

peau ou toute autre source d’infection localisée dans le sang. Les manifestations cliniques varient en 

fonction du point départ de l’infection, du statut immunitaire du patient ou de l’évolution de la maladie. Ce 

sont généralement des infections sévères qui touchent les individus immunodéprimés sévères (ex. 

hémopathies malignes, patients greffés ou transplantés, chimiothérapie, infection par le VIH, 

granulomatose septique chronique, lupus érythémateux disséminé) (Cimon et al., 2015 ; Ramire-Garcia et 

al., 2018). 

 On parle d’infection disséminée lorsqu’au moins trois organes différents sont atteints 

simultanément (Caira et al., 2008). 

a) Scédosporioses pulmonaires invasives 

 Les voies aériennes représentent la porte d’entrée principale des spores du champignon. Ainsi, des 

scédosporioses pulmonaires sont observées (Walsh et al., 2004). Ces infections sont rarement décrites 

chez les patients immunocompétents sauf en cas de syndrome de « pseudo-noyade ».  

 La fièvre est le principal signe clinique, avec la dyspnée, une douleur de la poitrine, la toux et de 

potentielles hémoptysies. L’examen radiologique peut révéler des infiltrats et des nodules non spécifiques. 

De nombreuses infections à S. apiospermum et S. boydii sont décrites (Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 

2015). Le champignon peut facilement disséminer par voie systémique vers les tissus cutanés ou cérébraux 

à partir du poumon (Cimon et al., 2015). 

b) Endocardites et infections intravasculaires 

 Les endocardites et les infections intravasculaires sont peu retrouvées dans les infections à 

Scedosporium spp. et résultent le plus souvent d’une chirurgie, parfois plusieurs années après l’évènement 

(O’Bryan et al., 2002 ; Husain et al., 2005). En revanche, si elles sont développées, un fort taux de 

mortalité leur est associé. D’où la nécessité de rester prudent devant ces manifestations (Roberts et al., 

1977). 

c) Atteintes du système nerveux central 

 Scedosporium spp. possède un tropisme pour le SNC. Généralement, l’infection du SNC est la 

manifestation sévère, et généralement fatale avec un taux de mortalité supérieur à 75%, d’une infection 

disséminée (Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015). Dans le cas des patients immunodéprimés, cette 

localisation peut résulter d’une pathologie nécessitant un traitement immunosuppresseur ou d’une 

pathologie hématologique (Castiglioni et al., 2002 ; Husain et al., 2005). Chez les immunocompétents, 
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cette infection est rarement la conséquence d’un traumatisme ou d’une dissémination à partir des sinus 

nasaux (Bryan et al., 1980 ; Berenguer et al., 1989). En revanche, la dissémination hématogène du 

champignon à partir des poumons peut arriver chez le patient immunocompétent suite à l’aspiration 

accidentelle de spores présentes dans l’eau stagnante (ex. accident, tsunami) lors d’un syndrome de 

« pseudo-noyade ». Les symptômes peuvent se développer de quelques jours après l’inhalation à plusieurs 

semaines (Guarro et al., 2006 ; Cimon et al., 2015). 

 Les principales manifestations cliniques sont des abcès cérébraux et des méningites, entraînant 

céphalées, fièvre, déficits neurologiques, douleur au niveau de la nuque, photophobie et vomissements 

(Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015). Lors des examens, les cliniciens doivent 

interpréter les résultats avec une très grande précaution puisqu’ils peuvent s’avérer normaux ou négatifs 

(Poza et al., 2000). Cependant, la ponction ou la biopsie d’un abcès cérébral peuvent permettre une  

identification du champignon. S. apiospermum est le principal agent suivi de S. aurantiacum et S. boydii 

(Tintelnot et al., 2008). 

2.4.5. Cas particulier : la mucoviscidose 

 Dans le cas particulier de la mucoviscidose, les biologistes s’accordent à différencier une infection 

pulmonaire d’une colonisation à Scedosporium spp. 

a) Infection pulmonaire 

 Les caractéristiques d’une infection pulmonaire sont : une augmentation de la production de 

mucus, l’isolement au moins deux fois en six mois de la même espèce dans les crachats ou les LBA, des 

infiltrats pulmonaires, l’échec d’une antibiothérapie, la diminution de la fonction pulmonaire et enfin 

l’exclusion d’une ABPA ou d’une infection bactérienne (Ramirez-Garcia et al., 2018). 

b) Colonisation pulmonaire 

 La colonisation des poumons des patients atteints de mucoviscidose par Scedosporium spp. 

intervient rarement avant l’adolescence (Cimon et al., 2000). S. apiospermum est le second champignon 

filamenteux capable de coloniser les poumons des patients mucoviscidosiques, après A. fumigatus, d’après 

Cimon et al. (2000). De plus, la chronicité de la colonisation a été relevée, se caractérisant par la présence 

d’une souche de Scedosporium spp. prédominante sur plusieurs années dans le mucus bronchique de 

l’individu en question (Defontaine et al., 2002 ; Blyth et al., 2010b ; Lackner et al., 2011). Le point de 

départ de la contamination est cependant incertain puisque les spores de ces champignons sont très peu 

décrites dans les prélèvements d’air.  

 Toutefois, la colonisation à Scedosporium spp. est décrite sur des terrains favorisants. En effet, les 

patients atteints de mucoviscidose sont tout d’abord prédisposés aux infections bactériennes, qui 

nécessitent une antibiothérapie. Ainsi, les patients présentent une légère immunodépression et des lésions 

tissulaires laissant place aux infections fongiques. La colonisation des poumons à Aspergillus spp. précède 

généralement une colonisation à Scedosporium spp. (Cimon et al., 2015). 
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 La colonisation, asymptomatique au départ, semble pouvoir être à l’origine de symptômes pouvant 

conduire à une inflammation chronique de l’appareil respiratoire et donc au dysfonctionnement de la 

fonction respiratoire mais également à des infections disséminées chez les patients immunodéprimés, 

notamment dans le cadre d’une greffe de poumons ou en présence de déficits hématologiques sévères 

(Guarro et al., 2006 ; Cimon et al., 2015 ; Ramirez-Garcia et al., 2018). 

 Afin de faciliter le diagnostic de colonisation, des outils de biologie moléculaire sont actuellement 

en cours de développement mais non commercialisés jusqu’à ce jour (Lu et al., 2011 ; Gu et al., 2014). 

En effet, la culture permet d’isoler l’espèce présente dans les poumons des patients mais ne permet pas 

de différencier une colonisation d’une réelle infection. Or la distinction est nécessaire car la prise en charge 

du patient ne sera pas la même. 

2.4.6. Scedosporium spp. et pathologie animale 

 Peu de données concernant l’épidémiologie animale de Scedosporium spp. sont disponibles. 

Cependant, l’aptitude de ces champignons à se développer jusqu’à 42°C et leur présence notamment dans 

les eaux circulantes amène l’hypothèse que les animaux sauvages à sang chaud pourraient constituer un 

réservoir naturel de Scedosporium spp. (Guarro et al., 2006). Quelques études ont décrits la présence de 

S. apiospermum chez des animaux sauvages et domestiques (ex. rongeurs, pigeons, vaches, reptiles et 

amphibiens, chevaux, chiens, chats, …), responsables généralement d’infections localisées. Quelques 

infections disséminées sont décrites mais l’atteinte du SNC reste rare par exemple (Guarro et al., 2006 ; 

Rougeron et al., 2018). 

2.5. Diagnostic 

 Le diagnostic des scédosporioses se doit d’être rapide et précis de manière à différencier une 

colonisation d’une réelle infection et ainsi initier un traitement adéquat et dans les délais les plus brefs 

(Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et al., 2015 ; Ramirez-Garcia et al., 2018), puisqu’en 

effet certaines scédosporioses peuvent entraîner la mort, notamment chez les patients atteints de 

mucoviscidose (Accurso, 2007 ; Elizur et al., 2008).  

 A cause de méthodes de détection non standardisées, notamment dans le cadre de la 

mucoviscidose, et d’une culture lente, aujourd’hui encore le diagnostic des infections à Scedosporium spp. 

est difficile à établir (Borman et al., 2010 ; Ramirez-Garcia et al., 2018). De plus, les tableaux cliniques 

des scédosporioses sont souvent identiques à de nombreuses autres mycoses. Diagnostiquer les espèces 

du genre Scedosporium dans les infections fongiques est un réel défi pour les biologistes. 
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Figure 18. Aspects microscopiques des espèces du genre Scedosporium, d’après Cimon et al. (2015). 

A. Aleuries disposées directement à la surface du filament ou à l’extrémité de cellules conidiogènes et hyphes solitaires 

(Objectif x40). B. Forme Graphium caractérisée par la présence de conidiophores disposés parallèlement (Objectif 

x20). C. Cléistothèce brun foncé, arrivé à maturité, libérant des ascospores brunes (Objectif x10). 
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2.5.1. Examen mycologique 

 L’examen mycologique, qui repose dans un premier temps sur l’examen direct puis la culture, 

permet au biologiste aguerri en mycologie de s’orienter vers le diagnostic de scédosporiose (Walsh et al., 

2004 ; Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Gilgado et al., 2008, 2010 ; Cimon et al., 2015).  

a) Examen direct 

 Principe 

 L’examen direct du prélèvement permet d’observer au microscope des éléments fongiques 

permettant l’orientation du diagnostic vers une infection à Scedosporium spp. Lorsque le prélèvement est 

issu d’un mycétome sous-cutané, le biologiste recherchera des grains fongiques blanc-jaune. Dans tous 

les autres prélèvements (ex. biopsie de tissus, pus des lésions sous-cutanées, LBA) l’examen repose sur 

la recherche de filaments libres. 

 Aspect microscopique 

 En microscopie, différentes morphologies peuvent être observées chez Scedosporium spp. en 

fonction de l’âge de la culture au moment de l’observation. 

 La multiplication végétative du champignon, aussi appelée conidiogénèse ou reproduction asexuée, 

peut se réaliser selon deux schémas. Le mode thallique solitaire, aussi appelé mode thallique terminal, est 

le plus communément observé. Il s’agit d’éléments latéraux ou terminaux du filament qui s’individualisent 

en spores, aussi appelées aleuries ou conidies. Ainsi, chez les espèces Scedosporium des aleuries 

unicellulaires à base tronquée et paroi lisse se forment directement sur les filaments, ou hyphes, hyalins 

végétatifs septés ou à l’extrémité de fins conidiophores qui sont eux à angle droit par rapport au filament. 

La forme des conidies brunes à maturité est variable d’une espèce à une autre (5-6 µm de large sur 6-14 

µm de long) (Tableau II). Lorsqu’il s’agit du second mode de conidiogénèse, le stade Graphium est décrit. 

Des cellules conidiogènes, ou annelides, regroupées en corémies (les conidiophores sont en amas, 

parallèles les uns aux autres) sont alors observées. Des conidies hyalines, unicellulaires, plus petites (2-3 

µm de large sur 5-7 µm de long), plus fines et allongées sont présentes à leur extrémité (Figure 18). Le 

stade Graphium n’est pas décrit chez tous les Scedosporium spp. En effet, il a été observé chez des isolats 

de S. apiospermum mais jamais pour S. dehoogii par exemple (Gilgado et al., 2008). 

 Lorsque le champignon est plus âgé (au-delà de trois semaines de culture), la reproduction sexuée 

peut être observée. La forme sexuée, ou cléistothèce, se caractérise par une paroi fine, une coloration 

jaunâtre-brunâtre, une forme arrondie (140-180 µm de diamètre) qui renferme des asques octosporés 

sphériques à paroi très fine contenant plusieurs ascospores unicellulaires et ovoïdes à elliptiques et de 

couleur cuivrée (4-5 µm de large sur 7-9 µm de long) (Figure 18) (Tableau II). Cette structure est 

rarement observée en microscopie (Gilgado et al., 2008). 
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b) Cultures 

 Principe  

 Scedosporium spp. sont des champignons non exigeants et sont donc cultivables sur des milieux 

utilisés en routine comme le milieu Sabouraud, les géloses au sang ou les géloses chocolat. Il est cependant 

important de garder à l’esprit quelques éléments clés concernant la croissance de ces espèces. Tout 

d’abord, la température optimale de croissance de ces champignons n’est pas de 37°C pour tous. D’autre 

part, l’examen macroscopique et microscopique des cultures fongiques demandent une expertise du 

biologiste. De plus, il est difficile de différencier deux espèces du genre Scedosporium seulement à partir 

de la culture fongique (même si des différences culturales, l’évaluation d’activités enzymatiques ou la 

consommation des carbohydrates permet de distinguer les espèces principales) (Horré et al., 2011 ; Kaur 

et al., 2015). Enfin, les espèces du genre Scedosporium poussent lentement. C’est pourquoi l’utilisation de 

milieux semi-sélectifs est essentielle à l’isolement des espèces du genre Scedosporium, afin de ne pas 

sous-estimer l’occurrence de ces moisissures dans les infections fongiques (Rainer et al., 2008). 

 Les milieux semi-sélectifs sont particulièrement préconisés pour les échantillons polymicrobiens 

(Summerbell, 1993 ; Cimon et al., 2000 ; Horré et al., 2009 ; Horré et Marklein, 2009 ; Blyth et al., 2010a 

; Shin et al., 2013 ; Sedlacek et al., 2015 ; Hong et al., 2017 ; Coron et al., 2018 ). Par exemple, dans les 

LBAs ou les sécrétions respiratoires de patients atteints de mucoviscidose, les Scedosporium spp. peuvent 

être en compétition avec des Aspergillus spp. ou des Candida spp. qui se développent rapidement sur les 

milieux de culture. Ainsi, l’addition de molécules inhibitrices dans le milieu de culture peut favoriser la 

croissance des Scedsoporium spp. 

 Différents milieux semi-sélectifs envers les espèces du genre Scedosporium sont décrits dans la 

littérature :  

 i) la gélose Sabouraud additionnée d’antibiotiques et notamment de cycloheximide qui inhibe la 

croissance d’A. fumigatus, un champignon à croissance rapide qui envahit rapidement le milieu gélosé 

(Cimon et al., 2000), 

 ii) la gélose au dichloran-rose Bengale additionnée de chloramphénicol et de bénomyl (DRBC-

bénomyl) (King et al., 1979 ; Sumerbell, 1993). Le dichloran, le rose Bengale et le chloramphénicol 

ralentissent la croissance bactérienne. Le rose Bengale permet également une meilleure observation des 

levures en leur conférant une coloration rose sur ce milieu. Le bénomyl inhibe la croissance d’un certain 

nombre de champignons filamenteux permettant ainsi à Scedosporium spp. de se développer. Le tergitol 

est un composé qui lui inhibe la croissance des Mucorales, 

 iii) le milieu SceSel+ contient deux molécules dont l’activité antifongique se complète (le bénomyl 

et le dichloran) mais qui ne présentent pas d’action délétère pour la croissance des espèces du genre 

Scedosporium (Summerbell, 1993 ; Rainer et al., 2008) ainsi que des antibiotiques pour limiter la 

croissance bactérienne (Rainer et al., 2008). Ce milieu a été testé sur des souches environnementales 

(Rainer et al., 2008) et cliniques (Horré et al., 2009 ; Horré et Marklein, 2009 ; Blyth et al., 2010a ; 

Sedlacek et al., 2015), 



Analyse bibliographique – Le genre Scedosporium 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   58 

 

Figure 19. Aspect macroscopique et microscopique de 5 espèces du genre Scedosporium. 

Les cultures ont été réalisées sur le milieu YPDA (pour Yeast Peptone Dextrose Agar) pendant 7 jours à 25°C. Les 

observations microscopiques ont été observées à l’objectif x40 après coloration du mycélium au bleu lactique. 

A. S. apiospermum 23580. B. S. aurantiacum IHEM 23680. C. S. boydii 23574. D. S. dehoogii 120008799. E. S. 

minutisporum 23833. 

A. Hérivaux©2018 
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 iv) le milieu Scedo-Select III (Pham et al., 2015) se compose du 4-hydroxy-benzoate comme 

source de carbone, de sulfate d’ammonium et de deux molécules sélectives, le dichloran et le bénomyl. Ce 

milieu présente une meilleure sensibilité et sélection des espèces Scedosporium que le milieu SceSel+. 

Cependant ce milieu a uniquement été testé sur des souches environnementales. 

 Récemment, un protocole standardisé de détection des principaux champignons responsables de 

la colonisation des poumons des patients atteints de mucoviscidose a été proposé par le projet 

 « MucoFong ». Il est préconisé de mettre en culture deux milieux standards permettant la croissance de 

nombreux Aspergillus spp. et levures. Puis, en parallèle, deux milieux semi-sélectifs permettant aux 

Scedosporium spp. et E. dermatitidis à croissance lente de se développer. De plus, il est conseillé de 

prolonger la culture jusqu’à 2 semaines (Coron et al., 2018). Cependant, ces différents milieux ne sont pas 

commercialisés. 

 Concernant les prélèvements de liquide céphalo-rachidien, le biologiste doit être très prudent car 

il se peut que Scedosporium spp. pousse au bout de plusieurs semaines voire ne pousse pas du tout (Shih 

et Lee, 1984 ; Yoo et al., 1985 ; Albernaz et al., 1996). 

 Aspect macroscopique  

 Les champignons du genre Scedosporium sont non exigeants donc capables de se développer sans 

difficulté sur les milieux de croissance utilisés usuellement pour la culture fongique, tels que le milieu Yeast 

Peptone Dextrose Agar (YPDA) ou Potato Dextrose Agar (PDA). Cependant la croissance est lente, non 

extensive (3 à 4 cm de diamètre) et le champignon développe des colonies caractéristiques en seulement 

4 à 5 jours de culture. De plus, la température optimale de croissance de ces espèces est de 37°C à 

l’exception de S. dehoogii pour lequel la croissance est optimale à 25°C. Cependant, ils sont 

thermotolérants puisqu’ils peuvent croître jusqu’à des températures avoisinant 40°C, voire 45°C pour S. 

aurantiacum (Tableau II).  

 Au recto, les colonies sont cotonneuses, laineuses, blanchâtres au début de la croissance des 

moisissures puis elles deviennent grises à noires ou brunes en vieillissant. Ce phénomène s’explique par la 

production d’organes de fructification, les spores, qui produisent un pigment coloré, la mélanine. Il est 

rapporté que la capacité de sporulation de Scedosporium spp. peut diminuer avec le nombre de repiquages. 

Au verso, une coloration foncée est généralement visible. A l’exception de S. aurantiacum qui produit un 

pigment jaune-orangé (Figure 19). 

2.5.2. Méthodes diagnostiques complémentaires 

a) Examen histologique microscopique 

 Afin de réaliser un examen histologique des biopsies (de tissus cutanés ou sous-cutanés, ou dans 

le cadre d’une infection profonde), les échantillons peuvent être au préalable colorés à l’acide de Schiff ou 

l’imprégnation argentique qui colorent spécifiquement la paroi des champignons, permettant ainsi une 

meilleure visualisation au microscope. Lorsqu’il s’agit d’un prélèvement inflammatoire, l’hémalun-éosine-
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safran est utilisé pour visualiser les filaments. Généralement, le biologiste visualise des filaments mycéliens 

septés libres cependant, dans le cas du mycétome, des grains résultants d’un enchevêtrement de filaments 

sont observés (Cimon et al., 2015). 

 Il est cependant difficile de différencier microscopiquement les différentes espèces filamenteuses 

chez les Ascomycètes telles qu’Aspergillus spp., Fusarium spp. ou Scedosporium spp. (Shin et Lee, 1984). 

En effet, ces champignons possèdent des hyphes réguliers, septés et hyalins. Le branchement 

dichotomique des filaments d’Aspergillus spp. et de Fusarium spp. diffère des branchements irréguliers et 

à angle droit de Scedosporium spp. (Fessler et Brown, 1989 ; Hachimi-Idrissi et al., 1990 ; Walts, 

2001 ; Walsh et al., 2004 ; Cortez et al., 2008 ; Kimura et al., 2010 ; Tortorano et al., 2014 ; Fernandez-

Flores et al., 2016 ; Arif et al., 2017). De plus, dans certains prélèvements des chlamydospores terminales 

ou intercalaires (20 µm) peuvent être observées et potentiellement confondues avec des levures. Il s’agit 

de spores de résistance à paroi épaisse qui ne peuvent pas se disséminer dans l’environnement à maturité. 

Elles se développent lorsque le milieu est hostile à la croissance du champignon (Walts, 2001 ; Bioforma, 

2002 ; Fernandez-Flores et al., 2016). La forme, la taille et la couleur des conidies sont également des 

éléments de distinction (Walts, 2001 ; Kimura et al., 2010). Ces observations nécessitent cependant une 

grande expertise du biologiste (Cortez et al., 2008). 

b) Examen sérologique 

 Aucun des outils mentionnés ci-dessus ne permet la distinction d’une infection ou d’une 

colonisation des voies respiratoires dans le cadre de la mucoviscidose notamment. Or la prise en charge 

du patient ne sera pas la même dans un cas ou dans l’autre. Or, d’après Baxter et al. (2013), une infection 

ne peut être affirmée que s’il y a la détection d’anticorps sériques spécifiques. La recherche d’anticorps 

anti-Scedosporium n’étant pas actuellement disponible, des techniques permettent cependant de recherche 

les anticorps sériques (immunoprécipitation, électrosynérèse). 

 Un premier anticorps polyclonal fluorescent permettrait d’identifier S. boydii. Cependant, il 

présente une faible spécificité puisque des épitopes communs sont retrouvés chez S. boydii, Aspergillus 

spp., Fusarium spp. et Paecilomyces lilacinus (Kaufman et al., 1997). 

 Un antigène peptidopolysaccharidique issu du mycélium du champignon a été employé dans le 

diagnostic d’infections à S. boydii (Pinto et al., 2001). Cependant, des réactions croisées avec Sporothrix 

schenkii (Pinto et al., 2001) et Aspergillus spp. (Jabado et al., 1998) ont été observées. 

 Au début des années 2000, la mise au point d’une technique d’électrosynérèse permet la détection 

d’anticorps dirigés contre une catalase de S. apiospermum. L’étude a démontré que cette méthode était 

plus sensible que la culture, notamment sur des crachats, mais qu’elle reste tout de même limitée puisque 

des réactions croisées avec Aspergillus spp. ont été notées (Cimon et al., 2000). 

 En 2009, Christopher Thornton a élaboré deux anticorps monoclonaux (MAbs) qui reconnaissent 

spécifiquement des épitopes de la paroi de la spore ou du filament de S. apiospermum et S. boydii 

(Thornton, 2009). Aucune réaction croisée n’a été observée avec d’autres espèces fongiques fréquemment 
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retrouvées en clinique (ex. A. fumigatus, C. albicans, Cryptococcus neoformans, Fusarium. solani, Rhizopus 

oryzae) ou des espèces proches phylogénétiquement (ex. S. dehoogii, L. prolificans). Ces MAbs peuvent 

être utilisés en immunofluorescence ou en test Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). 

 Récemment, un test ELISA a été développé en utilisant la catalase A1, purifiée de S. boydii. Il 

semblerait que cette technique permette d’affirmer l’infection par Scedosporium spp. des sérums de 

patients et de les discriminer des sérums de patients infectés par Aspergillus spp. ou de patients non 

colonisés par des champignons. Cette technique serait plus spécifique (Mina et al., 2015). 

c) Imagerie 

 L’imagerie médicale (radiographie classique, tomodensitométrie, imagerie par résonance 

magnétique) peut permettre le suivi de l’évolution et l’atteinte des tissus mous dans les mycétomes. Dans 

les scédosporioses pulmonaires et cérébrales, des lésions nodulaires de faible densité peuvent être révélées 

mais le diagnostic est très difficile car cette caractéristique n’est pas spécifique des scédosporioses. L’intérêt 

des techniques d’imagerie reste donc limité dans ce contexte (Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; 

Tortorano et al., 2014 ; Arif et al., 2017). 

d) Diagnostic biochimique 

 Le N(α)-méthyl coprogène B est un sidérophore spécifiquement produit par les espèces 

appartenant au genre Scedosporium (Bertrand et al., 2010). Les champignons sécrètent ces molécules 

uniquement en conditions de stress. Elles pourraient constituer une méthode diagnostique rapide, puisque 

détectables dans les expectorations de patients atteints de mucoviscidose et colonisés par ces moisissures, 

par chromatographie liquide haute performance, couplée à la spectrométrie de masse (Bertrand et al., 

2010 ; Pluháček et al., 2016). Cependant l’identification des espèces en cause n’a pas pu être aboutie. 

2.5.3. Identification d’espèces : techniques moléculaires 

 Ces méthodes permettent une identification rapide des espèces responsables d’une scédosporiose 

à partir d’un échantillon clinique. Ainsi, la prise en charge du patient est rapide et adéquate. En revanche, 

elles ne permettent pas de distinguer le caractère infectieux ou colonisateur de la scédosporiose. 

a) PCR conventionnelles 

 L’analyse des séquences nucléotidiques est aujourd’hui considérée comme le gold standard 

permettant l’identification des espèces fongiques provenant à la fois d’échantillons cliniques ou 

environnementaux (Lackner et al., 2012b ; Irinyi et al., 2015). Une base de données d’environ 2800 

séquences ITS permettant l’identification de 421 espèces fongiques a récemment été implémentée (Irinyi 

et al., 2015). 

 Une première technique a été développée sur des crachats de patients atteints de la mucoviscidose 

par Harun et al. (2011). Elle repose sur l’amplification par PCR des régions ITS des ADN ribosomaux à 
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l’aide de sondes spécifiques de certaines espèces (Irinyi et al., 2015), comme S. aurantiacum et S. boydii 

(spécificité de 100%).  

 Une seconde technique, a également été développée sur des crachats de patients, par amplification 

d’une portion du gène qui code la β-tubuline (BT2) des Scedosporium spp. (Lu et al., 2011). L’identification 

des espèces est réalisée par transfert des amplicons sur membrane puis hybridation avec des sondes 

spécifiques d’une espèce. Seul S. dehoogii n’a pas été identifié par cette méthode. En revanche, elle est 

plus discriminante que la méthode précédente car elle est capable de différencier deux espèces très 

proches. 

b) Puces à ADN 

 Cette technologie nécessite l’amplification des régions ITS1 et ITS2 de la sous-unité 5,8S des ADN 

ribosomaux qui sont ensuite hybridées à des sondes espèce spécifique (Bouchara et al., 2009). Elle est 

réalisable sur les crachats des patients et a été validée sur une vingtaine d’espèces fongiques 

filamenteuses, dont les Scedosporium spp., et de levures. C’est une technique plus sensible que la culture. 

c) MLST 

 Le MultiLocus Sequence Typing (MLST) a été validé sur des isolats de patients atteints de 

mucoviscidose (Bernhardt et al., 2013). Jusqu’à ce jour trois profils sont disponibles : S. apiospermum, S. 

aurantiacum et S. boydii. Les gènes ciblés lors de cette étude correspondaient aux gènes de l’actine (ACT), 

de la calmoduline (CAL), de la seconde sous-unité de l’ARN polymérase II (RPB2), de la β-tubuline (BT2), 

de la superoxyde dismutase (SOD2) et du facteur d’élongation 1 alpha (EF1α). 

d) RAPD 

 La Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) est une technique de génotypage qui a permis 

d’identifier 16 génotypes différents chez des isolats cliniques de S. apiospermum issus de patients atteints 

de mucoviscidose en France (Defontaine et al., 2002). Une seconde étude utilisant la même technique de 

génotypage a permis de distinguer 17 profils électrophorétiques et surtout d’identifier les isolats cliniques 

et environnementaux européens de Scedosporium spp. au rang d’espèce en discriminant S. apiospermum 

de S. boydii (Zouhair et al., 2001). 

e) MALDI-TOF/MS 

 La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Matrix-Laser Desorption/Ionization Time Of Flight) 

est un outil d’identification indispensable aujourd’hui au laboratoire. En effet, c’est une analyse 

économique, rapide et exacte si l’on compare au séquençage de l’ADN, permettant l’identification de 

l’espèce (Coulibaly et al., 2011 ; Sitterlé et al., 2014 ; Bernhard et al., 2016 ; Sleiman et al., 2016). Les 

spectres de référence des bases de données actuelles permettent de discriminer les principales espèces du 

genre Scedosporium (Coulibaly et al., 2011 ; Sitterlé et al., 2014 ; Bernhard et al., 2016 ; Sleiman et al., 
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2016). Actuellement, aucune base de données disponible n’est validée par la communauté scientifique 

experte (Bernhard et al., 2016). 

f) PCR ESI–TOF/MS 

 Une nouvelle technique de PCR, la PCR Electrospray Ionization-Time Of Flight/Mass Spectrometry 

(ESI-TOF/MS) a été élaborée en 2007. Des gènes nucléaires ou mitochondriaux sont amplifiés à l’aide 

d’amorces et de 16 PCR uniplexes. Les amplicons sont ionisés puis séparés par chromatographie. Des 

spectres sont obtenus suite à la détection des poids moléculaires et la composition en bases des amplicons 

(Metzgar et al., 2013 ; Bacconi et al., 2014). Cette technique a été testée avec efficacité sur des LBA (Shin 

et al., 2013) ou des hémocultures positives à Candida spp. uniquement (Metzgar et al., 2013 ; Bacconi et 

al., 2014). La résonance magnétique T2 associée à cette méthode permet d’obtenir des résultats précis 

sur des échantillons non purifiés voire non extraits, notamment sur des hémocultures (Mylonakis et al., 

2015 ; Pfaller et al., 2016) mais l’élaboration des amorces est assez compliquée (Alanio et Bretagne, 2017). 

2.6. Traitements 

 Le diagnostic des scédosporioses constitue à lui seul un énorme challenge. Il en est de même pour 

le traitement de ces infections. En effet, les moisissures du genre Scedosporium sont résistantes à la 

majorité des antifongiques actuellement disponibles. Or, il est nécessaire d’instaurer rapidement une 

thérapeutique efficace chez les patients, notamment dans le cas des scédosporioses disséminées. 

2.6.1. Sensibilité aux antifongiques 

 Les Scedosporium spp. sont connus pour être le plus souvent multi-résistants vis-à-vis des 

antifongiques généralement utilisés en premières intentions dans le traitement des infections fongiques 

(Walsh et al., 2004 ; Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ;  Tortorano et al., 2014 ; Cimon et al., 

2015 ; Sharma et Chowdhary, 2017 ; Ramirez-Garcia et al., 2018). La résistance des Scedosporium spp. 

aux antifongiques peut aussi bien être naturelle (ex. 5-fluoro-cytosine, triazolés de première génération) 

qu’acquise (ex. amphotéricine B, échinocandines). Seules quelques molécules présentent encore une 

efficacité envers ces espèces. 

a) Familles d’antifongiques et résistance 

 Ces moisissures sont résistantes à des antifongiques qui ciblent des composants de la membrane 

ou de la paroi fongique, à savoir l’ergostérol ou le β-(1, 3)-D-glucane. Concernant l’ergostérol, 

l’amphotéricine B se fixe à la molécule et induit la lyse de la membrane fongique (Walsh et al., 2002b ; 

Capilla et al., 2004 ; Marie et White, 2009;  Sedlacek et al., 2015). Les triazolés de première génération, 

tels que l’itraconazole et le fluconazole, ou de deuxième génération comme l’isavuconazole, inhibent eux 

la synthèse de l’ergostérol (Marie et White, 2009). La résistance aux azolés relèverait de mutations dans 

le cytochrome CYP51A (Debeljak et al., 2003 ; Albarrag et al., 2011 ; Stensvold et al., 2012 ; Fraczek et 

al., 2013 ; Verweij et al., 2016). Les échinocandines, telles que la capsofungine ou l’anidulafungine, ciblent 
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la voie de biosynthèse du β-(1, 3)-D-glucane de la paroi fongique (Marie et White, 2009). La résistance 

aux échinocandines peut s’expliquer par la mutation du gène fks1 qui code la sous-unité de la β-(1, 3)-D-

glucane synthase (Johnson et al., 2011 ; Williams et al., 2016). Les Scedosporium spp. sont également 

résistants à la flucytosine ou 5-fluorocytosine (Marie et White, 2009).  

b) Différences de sensibilité inter- et intra-espèces 

 Il a été démontré que la sensibilité aux antifongiques des champignons Scedosporium peut varier 

d’une espèce à une autre, mais également entre les souches d’une même espèce (Gilgado et al., 

2006 ; Nweze et Okafor, 2010 ; Lackner et al., 2012a, 2014a ; Tortorano et al., 2014 ; Sedlacek et al., 

2015 ; Pereira de Mello et al., 2016). A rappeler que ce constat reste pratiquement une règle dans le 

domaine de la mycologie médicale.  

 Une large étude a été menée sur des isolats de Scedosporium spp. provenant de différentes régions 

du monde (n = 332) incluant des échantillons environnementaux (n= 82) et cliniques (n = 246) (Lackner 

et al., 2012a, 2014a) puis une seconde étude en Allemagne réalisée sur de nombreux échantillons 

respiratoires de patients atteints de la mucoviscidose (n > 11 600) (Sedlacek et al., 2015). Ces études ont 

tout d’abord démontré que S. apiospermum et S. boydii, deux espèces fréquemment identifiées en 

pathologie humaine, ainsi que S. minutisporum moins représentée dans les scédosporioses, révèlent 

globalement le même spectre de sensibilité aux antifongiques, même si S. apiospermum se montre plus 

sensible au posaconazole que S. boydii. Des résistances croisées envers les azolés et les échinocandines 

ont été rapportées chez ces deux espèces. Concernant S. apiospermum, des profils de sensibilité différents 

vis-à-vis du posaconazole et de la micafungine ont été observés entre les souches environnementales qui 

présentaient une concentration minimale inhibitrice (CMI) supérieure à celle des souches cliniques pour le 

posaconazole par exemple. Etonnamment, les souches résistantes au posaconazole pourraient être les 

souches les moins retrouvées en pathologie humaine. Le phénomène inverse est observé pour la 

micafungine. Aucune différence statistique significative n’a permis de mettre en évidence des différences 

de sensibilité entre les souches cliniques et environnementales de S. boydii. En revanche, il est clairement 

mis en avant que S. aurantiacum demeure globalement la souche la plus résistante aux antifongiques par 

rapport à l’ensemble des espèces testées, notamment envers le posaconazole. Une étude menée 

uniquement sur des isolats environnementaux issus de sols dans des zones fortement impactées par 

l’activité humaine au Mexique a démontré que la majorité des souches étaient sensibles au voriconazole 

et au posaconazole, modérément sensibles à l’amphotéricine B et au fluconazole mais en revanche étaient 

résistantes aux échinocandines (Elizondo-Zertuche et al., 2017).  

 Malgré l’identification de fortes tendances concernant la résistance aux antifongiques des espèces 

du genre Scedosporium, il est aujourd’hui difficile de prédire la sensibilité d’une souche. Par exemple, de 

grandes disparités de sensibilité à l’amphotéricine B ont été décrites entre deux espèces différentes du 

genre Scedosporium, voire entre deux isolats appartenant à la même espèce de Scedosporium (Lackner 

et al., 2012a, 2014b).  
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c) Schémas thérapeutiques 

 En Europe, la molécule de première intention dans le traitement des scédosporioses est le 

voriconazole, un composé triazolé de deuxième génération, puisque la résistance in vitro et in vivo envers 

cet antifongique est rare chez les Scedosporium spp. (Guarro et al., 2006 ; Cortez et al., 2008 ; Cimon et 

al., 2015 ; Ramirez-Garcia et al., 2018). L’espèce S. aurantiacum décrite comme l’espèce la plus résistante 

des Scedosporium semble cependant rester sensible au voriconazole (Sedlacek et al., 2015) et S. dehoogii, 

une espèce peu décrite en pathologie humaine, présente la plus forte CMI envers cet antifongique (> 16 

µg.mL-1) (Lackner et al., 2012a). S. apiospermum et S. boydii seraient les deux espèces les plus sensibles 

à ce composé (Lackner et al., 2012a). Il est à rappeler que d’autre part, bien qu’efficace, le voriconazole 

n’est pas forcément bien tolérée (Walsh et al., 2002a ; Rondeau, 2012). 

 Dans le cas d’infections localisées, la résection chirurgicale du champignon est également 

préconisée pour obtenir une guérison totale (Jabado et al., 1998 ; Kanafani et al., 2004 ; Kooijman et al., 

2007 ; Yildiz et al., 2014 ; Bui et al., 2016 ; Tóth et al., 2017). Chez les patients immunodéprimés 

présentant une infection disséminée ou dans les atteintes du SNC, malgré une thérapeutique adaptée, 

l’issue est fatale dans 65% et 100% des cas, respectivement (Buzina et al., 2006 ; Troke et al., 2008 ; 

Schwartz et al., 2011 ; Tortorano et al., 2014). Cependant, une étude menée par Martin-Vincete et al. 

(2017b) a démontré qu’une infection disséminée peut être traitée avec efficacité si la souche responsable 

de l’infection présente une CMI < 2 µg.mL-1. 

 En seconde intention, le posaconazole, un triazolé de deuxième génération et la micafungine, une 

échinocandine, sont de possibles alternatives car ils semblent actifs contre les Scedosporium spp. in vitro 

(Gilgado et al., 2006 ; Lackner et al., 2012a ; Lelièvre et al., 2013 ; Alvarez et Sanhueza_2016 ; Halliday 

et al., 2016). Ces deux molécules sont généralement utilisées en association dans le traitement des 

scédosporioses. 

 Le voriconazole seul n’étant pas suffisamment efficace dans le traitement des scédosporioses 

disséminées, des associations d’antifongiques sont proposées, permettant de diminuer les doses 

d’antifongiques et donc améliorer la tolérance du patient envers ces molécules, mais aussi prévenir 

l’échappement thérapeutique des souches si elles sont résistantes à l’une des molécules en association. 

Des effets synergiques ont été observés chez S. apiospermum lorsque le voriconazole était associé à 

l’amphotéricine B, une échinocandine (ex. capsofungine ou micafungine) ou la terbinafine, bien que les 

résultats peuvent varier entre les espèces du genre Scedosporium testées (Walsh et al., 1995 ; Verweij et 

al., 1997 ; Heyn et al., 2005 ; Cuenca-Estrella et al. 2008 ; Lackner et al., 2011 ; Schwartz et al., 2011 ; 

Henao-Martínez et al., 2013 ; Rolfe et al., 2013 ; Tóth et al., 2017 ; Solé et al., 2018). Cependant, une 

étude in vivo n’a pas permis de mettre en évidence une association plus efficace (azolés/échinocandines) 

que le voriconazole ou le posaconazole seuls (Lackner et al., 2014a). L’association de trois molécules 

antifongiques a été proposée par Martin-Vincente et al. (2017a) : amphotéricine B, voriconazole et 

anidulafungine ou micafungine, bien que cette association n’ait pas démontré son utilité chez toutes les 

souches testées. Une combinaison plus étonnante a été proposée par Biswas et al. (2013), entre la 
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miltefosine, une molécule prescrite dans le traitement des leishmanioses, et le voriconazole ou le 

posaconazole (Compain et al., 2015). Une seconde association surprenante combine un antifongique 

(terbinafine ou amphotéricine B) avec un anti-psychotique (chlorpromazine hydrochloride) (Homa et al., 

2015). Enfin, certaines études associent une à deux molécules antifongiques (ex. itraconazole, 

amphotéricine B, voriconazole, micafungine) à un facteur de stimulation des colonies de granulocytes et 

de macrophages ou à l’interféron-gamma dans le traitement des scédosporioses disséminées chez des 

patients immunodéprimés (Abzug et Walsh, 2004 ; Goldman et al., 2016). Ces dernières molécules 

permettent à l’individu immunodéprimé de reconstituer ses défenses immunitaires et notamment  les PNN 

qui permettent la phagocytose et l’oxydation des cellules fongiques. 

 Pour finir, nous évoquerons l’étude menée par Lu et al. (2017) et qui a mis en avant qu’une photo-

inactivation de Scedosporium spp. diminuait les CMIs in vitro des souches envers les principaux 

antifongiques (itraconazole, voriconazole, posaconazole, amphotéricine B). 

2.6.2. Perspectives thérapeutiques 

 Le panel d’antifongiques encore actifs sur les espèces du genre Scedosporium étant limité, il est 

aujourd’hui indispensable de développer de nouvelles molécules, notamment présentant des effets 

secondaires ou des interactions médicamenteuses moindres (Osherov et Kontoyiannis, 2017 ; Perfect, 

2017 ; Wiederhold, 2017a, 2017b). 

 Quelques nouvelles molécules antifongiques semblent prometteuses dans la thérapeutique des 

scédosporioses. Tout d’abord, la molécule E1210 (ou AX001, Amplyx Pharmaceuticals, San Diego, CA, 

USA) qui cible la voie de biosynthèse de l’ancre glycosyl phosphatidyl inositol des protéines à ancre GPI 

induisant alors des anomalies de paroi, d’élongation des hyphes par exemple (Hata et al., 2011 ; Miyazaki 

et al., 2011). De plus, la CMI des espèces du genre Scedosporium vis-à-vis de ce composé se montre au 

moins dix fois inférieure à celle observée pour le voriconazole, le posaconazole, l’itraconazole, la 

capsofungine et l’anidulafungine ou encore l’amphotéricine B (Castanheira et al., 2012). L’évaluation in 

vivo de la molécule dans le traitement de candidoses disséminées ou d’aspergilloses pulmonaires a  donné 

des résultats encourageants (Hata et al., 2011). Ensuite, une nouvelle classe d’antifongiques, les 

orotomides, est développée et représentée par la molécule F901318 (F2G, Inc., Manchester, UK), un 

inhibiteur de la dihydroorotate dehydrogénase prévenant la biosynthèse des pyrimidines (Oliver et al., 

2016). Trois études réalisées in vitro sur des isolats cliniques de Scedosporium spp. ont permis de prouver 

l’efficacité de ce composé sur S. apiospermum, S. aurantiacum, S. boydii, S. dehoogii et S. ellipsoideus. 

Cependant les CMIs obtenues n’étaient pas reproductibles d’une étude à l’autre : 0,12 à 0,5 mg.mL-1 

(Biswas et al.,2013) 0,007 à 0,5 mg.mL-1 (Alastruey-Izquierdo et al., unpublished), et ≤ 0,08 à 0,25 

mg.mL-1 (Wiederhold et al., 2017a). Cette molécule fait actuellement l’objet d’études cliniques de Stade I 

chez des volontaires sains (Wiederhold, 2017).  

 La seconde stratégie permettant de gagner considérablement du temps dans le cadre des 

programmes d’innovation thérapeutique est d’étudier les potentiels antifongiques d’anciennes molécules 
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comme l’auranofin et la N-chlorotaurine (Wiederhold et al., 2017b). L’auranofin comporte une molécule 

d’or liée à un sucre thiolé qui inhibe les voies de l’inflammation et était utilisée dans les années 1980 dans 

le traitement des troubles rhumatismaux. Montrant peu d’effets secondaires, l’efficacité de la molécule a 

été prouvée envers S. apiospermum à travers cette étude. Une seconde entité décrite dans les années 80 

a récemment ressuscité l’engouement des chimistes. Il s’agit d’un acide aminé dérivé de la taurine, la N-

chlorotaurine, qui possède une activité oxydante (Grisham et al., 1984). L’un des avantages de cette 

molécule est la faible probabilité que des micro-organismes développent des résistances du fait d’un 

mécanisme d’action non spécifique. Les cellules de S. apiospermum et S. boydii sont tuées au contact du 

composé in vitro (Lackner et al., 2015), en particulier dans des expérimentations incluant un milieu 

synthétique mimant le mucus mucoviscidosique (Gruber et al., 2017). 

2.7. Conclusion 

 Malgré les formidables avancées des connaissances épidémiologiques sur les champignons 

appartenant au genre Scedosporium, de nombreuses questions essentielles restent en suspend. Par 

exemple, des réservoirs potentiels ont été identifiés mais cela n’est pas suffisant pour apprécier réellement 

la distribution des espèces dans l’environnement. De même, les mécanismes d’interaction de la moisissure 

avec son hôte restent aujourd’hui encore peu élucidés. Les méthodes diagnostiques, bien que développées, 

nécessitent encore la mise au point de méthodes hautement sensibles, spécifiques et rapides des espèces 

du genre Scedosporium en faveur d’un diagnostic plus précoce. Enfin, comme décrit en amont, les 

Scedosporium spp. sont des champignons filamenteux ayant la faculté de coloniser et/ou d’infecter leur 

hôte. Ces infections peuvent rester localisées ou bien se disséminer dans l’organisme entraînant souvent 

la mort du patient puisque ces dernières infections sont associées à un fort taux de mortalité. Or, l’arsenal 

thérapeutique qui cible les scédosporioses est aujourd’hui limité.  

 C’est pourquoi, au cours de ces travaux, nous avons focalisé nos efforts sur l’identification de 

nouvelles cibles thérapeutiques potentielles, les histidines kinases (HKs), dans l’optique de futures 

stratégies de développement thérapeutique. 
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3. Les histidine kinases : cibles thérapeutiques 

potentielles 

 Les espèces fongiques du genre Scedosporium sont de redoutables pathogènes du fait de leur 

faible sensibilité à la majorité des molécules antifongiques aujourd’hui disponibles. C’est pourquoi il est 

essentiel de continuer à mener des recherches visant à identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. C’est 

donc dans ce cadre que mon programme doctoral a été initié. Dans cette première partie, nous proposons 

un état de l’art sur les HKs, une famille de protéines « senseurs » sur laquelle nous nous sommes focalisés 

au cours de ma thèse, tant sur le plan phylogénétique que fonctionnel. 

3.1. Résumé 

 La phosphorylation des protéines est l'un des processus les plus répandus dans les organismes 

vivants et est couramment utilisée pour réguler de nombreuses voies de signalisation cellulaire. Ces 

phosphorylations sont régulées par des enzymes appartenant à la superfamille des kinases. Les kinases 

catalysent le transfert d'un phosphate de l'ATP sur divers acides aminés, comme la sérine/thréonine 

(Ser/Thr kinases), la tyrosine (Tyr kinases) ou encore l'histidine (HKs). À ce jour, les HKs ont été décrites 

chez les archées, les bactéries, les amibes, les plantes, les champignons, les virus et les bactériophages 

(Delaroque et al., 2001 ; Osakabe et al., 2013 ; Hargreaves et al., 2014 ; Hérivaux et al., 2016 ; Schaap 

et al., 2016 ; Galperin et al., 2018). L'activité HK a également été détectée chez les mammifères (Attwood, 

2013), mais les génomes animaux ne semblent coder aucune protéine HK dont la structure est semblable 

à celles décrites chez les bactéries ou encore les champignons. Par conséquent, les approches 

pharmacologiques visant à cibler les protéines HKs représentent aujourd’hui une stratégie prometteuse 

pour le développement futur d’antimicrobiens dans le contexte de la santé humaine (Bem et al., 2015 ; 

Shor et al., 2015). 

 Nous proposons dans ce premier article un état de l’art très synthétique concernant la structure, 

la fonction et la distribution de ces cibles thérapeutiques chez les champignons pathogènes. Il s’agit d’une 

courte revue rédigée en réponse à une invitation de l’éditeur de la revue PloS Pathogens.   

3.2. Article 
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Figure 20. Marqueurs nutritionnels, antimétabolites et voies de biosynthèse respectives, 

d’après Ljungdahl et Daignan-Fornier (2012) et Jastrzebowska et Gabriel (2014). 

A. Voie de biosynthèse de la L-lysine. B. Voie de biosynthèse du L-tryptophane et de la L-phénylalanine. C. Voie de biosynthèse de l’uracile et de l’uridine. 

A. Hérivaux©2018 
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4. Outils moléculaires 

 D’une manière générale, la mise au point d’outils moléculaires demeure un prérequis essentiel au 

développement des approches génétiques visant à étudier la fonction de gènes chez les micro-organismes. 

En génétique fongique, on distingue quatre groupes majeurs d’outils moléculaires : i) les marqueurs de 

sélection, ii) les systèmes d’invalidation de gènes, iii) les systèmes d’expression et iv) les gènes 

rapporteurs.  

4.1. Marqueurs de sélection 

 Les marqueurs de sélection représentent un premier groupe majeur d’outils moléculaires 

indispensables à la transgénèse des micro-organismes. Lors des expériences de transgénèse, ils 

permettent en effet de différencier les cellules transformées des cellules non transformées lors de l’étape 

de sélection. En génétique fongique, on distingue deux types de marqueurs de sélection : i) les marqueurs 

nutritionnels et ii) les marqueurs de résistance aux drogues. L’utilisation des marqueurs nutritionnels 

nécessite la génération préalable d’une souche auxotrophe réceptrice. Les étapes d’obtention de souches 

auxotrophes de champignons restant laborieuses, ce sont donc préférentiellement les marqueurs de 

résistance aux drogues qui sont utilisés pour la transgénèse des espèces fongiques, en particulier chez les 

filamenteux. 

4.1.1. Marqueurs nutritionnels 

 Les marqueurs nutritionnels dominants sont des gènes qui permettent la contre-sélection de 

cellules fongiques transformées. Plus précisément, il s’agit de gènes codant des enzymes impliquées dans 

des voies de biosynthèse de métabolites primaires essentiels au développement du champignon (Figure 

20). Cependant, pour utiliser de tels marqueurs dans les expériences de transgénèse fongique, il est 

nécessaire de générer au préalable une souche réceptrice auxotrophe correspondante. Par exemple, 

l’utilisation du marqueur dominant URA3 sera possible chez une souche mutante de génotype ura3, donc 

auxotrophe pour l’uracile. Même si aujourd’hui quelques antimétabolites facilitent la contre-sélection de 

souches réceptrices auxotrophes, il est à noter que l’obtention de telles souches réceptrice reste une étape 

laborieuse (Papon et al., 2012 ; Siewers, 2014). Les antimétabolites sont normalement toxiques pour les 

souches prototrophes. Ainsi, par exemple en présence d’acide 5-fluoro-orotique (5-FOA) des mutants 

auxotrophes ura3 et ura5 peuvent être sélectionnés (Boeke et al., 1984 ; Ruiz-Diez, 2002). Il en est de 

même pour l’acide 5-fluoro-anthranilique (5-FAA) qui permet de sélectionner des souches auxotrophes 

pour la voie de biosynthèse du tryptophane (trp1, trp3, trp4 ou trp5) (Toyn et al., 2000). D’autre part, 

certaines mutations aboutissant à la génération de souches auxotrophes sont caractérisées par la 

production d’un pigment ou encore la formation de complexes colorés, ce qui facilite donc leur identification 

(Siewers, 2014). Par exemple, l’accumulation de précurseurs dans la voie de biosynthèse des purines 

entraîne une coloration rouge des colonies pour lesquelles l’allèle ADE1 ou ADE2 est inactivé (Foureau et 

al., 2013). Il en est de même lorsque l’allèle MET2 ou MET15 (impliqués dans la voie de biosynthèse de la  
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Figure 21. Schématisation de la stratégie d’invalidation de gènes par recombinaison homologue. 

La première étape consiste à la construction d’une cassette de sélection qui renferme le marqueur de sélection qui 

sera régulé par un promoteur constitutif (P) et un terminateur (T). Les régions flanquantes (RF) 5’ et 3’ du gène cible 

sont positionnées de part et d’autre de la cassette de sélection pour former la cassette d’invalidation. Cette cassette 

est ensuite insérée dans le génome d’une souche réceptrice au locus donné par des mécanismes de recombinaison 

homologue (RH), au cours d’une étape de transgénèse, la souche mutante peut ainsi être sélectionnée. 

  

A. Hérivaux©2018 
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méthionine) est défectueux, les colonies apparaissent marron sur un milieu synthétique contenant des 

traces de plomb (Obando Montoya et al., 2014). Dans l’ensemble, les marqueurs nutritionnels ont 

largement été utilisés chez les levures (Siewers et al., 2014 ; Xu et al., 2014b) mais plus discrètement 

chez les champignons filamenteux (Fincham, 1989 ; Ruiz-Diez, 2002 ; Schuster et Schmoll, 2010 ; 

Frandsen, 2011). 

4.1.2. Marqueurs de résistance aux drogues 

 Les marqueurs nutritionnels précédemment décrits sont ainsi d’excellents outils pour la sélection 

de cellules transformées de par leur innocuité et leur faible coût d’utilisation. Cependant, comme détaillé 

ci-dessus, ils nécessitent l’obtention préalable de souches auxotrophes. C’est pourquoi les marqueurs de 

résistance aux drogues représentent également une alternative intéressante dans la mesure où leur 

utilisation en transgénèse fongique permet de s’affranchir du statut nutritionnel de la souche à transformer. 

Dans ce cadre, de nombreuses drogues de sélection sont disponibles et utilisables chez les espèces 

levuriformes et filamenteuses. La sélection des souches transformées est ainsi réalisée grâce à l’utilisation 

d’un gène de résistance dominant, hétérologue ou homologue.  

 Dans l’optique de développer de nouveaux marqueurs de sélection chez S. apiospermum, qui 

correspond au modèle fongique du laboratoire, nous avons réalisé une large étude bibliographique 

concernant l’utilisation des marqueurs de résistance aux drogues dans la stratégie de transformation des 

levures et des champignons filamenteux. Ce travail bibliographique fait actuellement l’objet de la rédaction 

d’une revue, disponible en annexe (Annexe II), compilant les marqueurs de résistance aux drogues 

actuellement disponibles et leur utilisation chez les espèces appartenant au règne des Fungi.  

4.2. Systèmes d’invalidation de gènes 

 Dans le cadre de l’étude de la fonction des gènes, les systèmes d’invalidation permettent la création 

de souches mutantes pour un gène donné, ce qui offre par la suite la possibilité de comparer les phénotypes 

d’un génotype mutant par rapport au génotype sauvage de l’espèce.  

 La stratégie la plus simple qui permet l’obtention d’une souche mutante repose sur la construction 

préalable d’une cassette d’invalidation composée de manière générique d’un marqueur de sélection bordé 

par des séquences 5’ et 3’ homologues du gène ciblé. Cette cassette est ensuite transférée dans les cellules 

fongiques par diverses techniques de transgénèse (choc thermique, électroporation, agrotransformation, 

biolistique, …). Dans un certain nombre de cellules transformées, la construction moléculaire sera intégrée 

dans le génome grâce aux mécanismes cellulaires de recombinaison homologue (qui correspond au 

remplacement d’un gène à un locus ciblé) (Figure 21). 

4.2.1. Point critique 

 Les espèces fongiques filamenteuses, contrairement à la majorité des levures, privilégient des 

mécanismes de réparation de l’ADN dits « non-homologues » ou « illégitimes ». Ces mécanismes  
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Figure 22. Intérêt de l’ingénierie d’une souche réceptrice ku70, ku80 ou lig4 chez les champignons filamenteux. 

A. Lorsque la transgénèse d’un ADN exogène (par exemple une cassette d’invalidation) est réalisée chez une souche réceptrice sauvage d’un champignon filamenteux, des mécanismes 

de recombinaison non-homologues s’opèrent et empêchent l’intégration de cet ADN au locus ciblé. Le taux de recombinaison homologue est extrêmement faible. B. Les protéines 

Ku70, Ku80 et Lig4 sont reconnues comme impliquées dans ces mécanismes de recombinaison non-homologues. Ainsi, lorsque l’invalidation d’un gène cible est envisagée chez un 

champignon sauvage, il est conseillé de construire au préalable une souche réceptrice dans laquelle le gène ku70, ku80 ou lig4 a été éliminé. Dans un second temps, la transgénèse 

de la cassette d’invalidation au locus du gène cible peut être réalisée. Les systèmes de réparation illégitimes de l’ADN n’étant plus fonctionnels, le taux de recombinaison homologue 

est plus élevé.

A. Hérivaux©2018 
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entraînent donc l’intégration ectopique des ADN exogènes (correspondant à la cassette d’invalidation dans 

le cadre de la transgénèse) (Ninomiya et al., 2004). Ainsi, dans une souche sauvage de champignon 

filamenteux, il est souvent très difficile d’aboutir à la sélection d’un mutant pour un gène cible (la cassette 

d’invalidation pourtant spécifique du gène ne s’intégrera pas au locus cible dans plus de 95% des cas) 

(Figure 22).  

 Aujourd’hui, il est reconnu que la voie de réparation illégitime chez les champignons implique en 

particulier les protéines du complexe appelé « jonction d'extrémités non homologues » (ou NHEJ en 

anglais) : Ku70, Ku80 et Lig4. C’est pourquoi, dans le cadre des stratégies d’invalidation de gènes chez les 

champignons filamenteux, il apparaît essentiel de sélectionner au préalable une souche réceptrice dans 

laquelle le gène ku70, ku80 ou lig4 aura été muté. Ainsi, les mécanismes de recombinaison non-

homologues ne pouvant plus s’effectuer dans une telle souche, l’intégration de l’ADN exogène dans le 

génome de cette dernière par recombinaison homologue devrait s’effectuer au locus ciblé (Figure 22). 

4.2.2. Recyclage du marqueur de sélection : recombinases 

 La caractérisation fonctionnelle d’un gène nécessite couramment la génération i) d’une souche 

mutante, dans laquelle le gène sauvage a été éliminé et ii) celle d’une souche complémentée qui correspond 

à la ré-introduction de ce même gène sauvage dans le génome de la souche mutante. Ces deux types de 

souches peuvent alors être comparés sur le plan phénotypique à la souche parentale. Ainsi, il apparaît 

qu’au moins deux marqueurs de sélection sont nécessaires à la réalisation de ces deux modifications 

génétiques. Il en est de même pour l’étude de familles multigéniques. En effet, la création de mutants 

multiples dans une même souche nécessite donc au moins un marqueur de sélection par gène que l’on 

souhaite invalider.  

 Comme évoqué dans la revue proposée en annexe, malgré un large panel de marqueurs de 

résistance aux drogues disponibles, certaines souches peuvent être naturellement résistantes à un grand 

nombre de drogues de sélection. Pour contourner ce problème, un certain nombre d’alternatives ont été 

proposées, en particulier le développement de systèmes d’invalidation géniques recyclables  (système 

blaster, cassette à recombinase…) (Papon et al., 2012 ; Krappmann et al., 2014 ;). Parmi l’ensemble des 

stratégies disponibles aujourd’hui, nous nous sommes plus particulièrement intéressés au mécanisme 

d’action des recombinases puisqu’un système recombinase est expérimenté au laboratoire chez S. 

apiospermum. 

a) Mécanisme d’action 

 La famille des recombinases constitue un ensemble d’enzymes subdivisé en deux sous-groupes en 

fonction des résidus actifs présents dans le site catalytique de la protéine : les tyrosine et les sérine 

recombinases (Figures 23 et 24). Ces recombinases, dont la production est sous le contrôle d’une 

séquence promotrice constitutive ou inductible, reconnaissent spécifiquement de courtes séquences 

disposées de part et d’autre d’un ADN cible. Il s’en suit une recombinaison site-spécifique qui peut être à 

l’origine i) d’une inversion, ii) d’une intégration/excision ou iii) de la translocation d’un fragment d’ADN, en  
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Figure 23. La superfamille des recombinases, d’après Wang et al. (2011). 

La superfamille des recombinases se subdivise en deux sous-groupes en fonction des acides aminés actifs présents 

dans le site catalytique de l’enzyme : les tyrosine et les sérine recombinases. Les recombinases du groupe tyrosine 

sont toutes capables d’exciser, d’inverser ou d’intégrer un fragment d’ADN. Cependant, ces activités sont réversibles 

pour les enzymes qui nécessitent des sites de reconnaissance identiques pour fonctionner (ex. le système Cre/loxP qui 

reconnaît deux séquences loxP identiques, le système FLP/FRT qui reconnaît deux séquences FRT identiques) alors que 

dans le cas où les enzymes n’ont pas de sites de reconnaissance identiques leur activité est irréversible. La classification 

des sérine recombinases repose sur la taille de ces enzymes. Qu’elles nécessitent ou non des sites de reconnaissance 

identiques pour fonctionner, l’activité qu’elles engendrent est nécessairement irréversible. Les « grosses » enzymes 

présentent le même panel d’activités que les tyrosine recombinases. En revanche, les « petites » sérine recombinases, 

de par leur taille, ne peuvent qu’exciser un fragment d’ADN (ex. le système βrec-six qui reconnaît deux séquences six 

identiques). 
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Figure 24. Mécanismes de la recombinaison site-spécifique, d’après Olorunniji et al. (2016). 

Les recombinases permettent la recombinaison de deux brins d’ADN. Quelle que soit la nature du site catalytique de 

la recombinase (tyrosine ou sérine), un dimère d’enzyme reconnaît et se fixe spécifiquement sur les deux sites de 

recombinaison présents sur chaque brin d’ADN. Ainsi, le tétramère d’enzymes forme « une synapse » au sein de 

laquelle les brins d’ADN seront clivés. S’en suit un réarrangement des brins d’ADN qui seront ensuite recombinés. Le 

mécanisme d’action des recombinases n’est pas le même s’il s’agit A. d’une tyrosine ou B. d’une sérine recombinase.  

 

Figure 25. Mécanismes moléculaires mis en jeu dans les systèmes d’invalidation multiple de gènes  

Cre/loxP, FLP/FRT et β-rec/six, d’après Krappmann et al. (2014), Olorunniji et al. (2016), 

Addgene.org (2018) et Servier Medical Art. 

A. Intégration ou insertion. Lorsque les sites de reconnaissance de la recombinase sont situés sur deux molécules 

d’ADN différentes et dans la même direction, il s’opère une intégration au niveau de ces sites. B. Excision ou délétion. 

Lorsque les sites de reconnaissances de la recombinase sont situés sur le même brin d’ADN et possèdent la même 

orientation, la séquence d’ADN entre ces sites est excisée et relarguée. C. Inversion. Lorsque les sites de 

reconnaissance de la recombinase sont situés sur le même brin d’ADN mais dans des directions opposées, la région 

d’ADN située entre ces deux sites est inversée.

A. Hérivaux©2018 
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Figure 26. Stratégies de recyclage du marqueur de résistance aux drogues à l’aide des systèmes 

d’invalidation multiple de gènes Cre/loxP, FLP/FRT et β-rec/six, 

d’après Krappmann et al. (2014) et Servier Medical Art. 

La caractérisation fonctionnelle d’un gène nécessite que ce gène sauvage soit délété du génome de la souche étudiée, 

puis remplacé par un marqueur de sélection afin que les cellules mutées puissent être sélectionnées. Les systèmes 

d’invalidation multiple de gènes permettent de recycler spécifiquement ce marqueur de sélection en l’excisant du 

génome de la souche délétée par recombinaison des séquences de reconnaissance (SR) situées de part et d’autre de 

ce marqueur de sélection. La première stratégie d’invalidation d’un gène sauvage consiste à introduire une cassette 

contenant uniquement le marqueur de sélection ainsi que les SRs de la recombinase de part et d’autre de ce marqueur 

A. Ensuite, plusieurs stratégies sont applicables pour le recyclage du marqueur de sélection. La recombinase peut être 

sous le contrôle d’un promoteur inductible (Pi) et être apportée soit par une seconde souche servant de souche 

réceptrice B. ou soit via l’insertion d’un plasmide dans la souche délétée C., l’enzyme fonctionnelle peut être amenée 

dans la souche à l’aide d’un vecteur ADN D., enfin la recombinase peut être exprimée de façon constitutive s’il y a 

présence d’un promoteur constitutif (Pc) et être amenée par une seconde souche E. ou un plasmide F. Enfin, la 

stratégie la plus directe consiste à insérer, au locus du gène sauvage que l’on souhaite étudier, une cassette 

d’invalidation contenant à la fois la recombinase et le marqueur de sélection, ainsi que les SR de part et d’autre de ces 

deux gènes G. La recombinase est sous le contrôle d’un Pi. Lorsque ce dernier est induit, la recombinase est activée 

et va reconnaître ces SR et induire leur recombinaison. Ainsi le marqueur de sélection et la flippase sont recyclés alors 

qu’un SR résiduel sera conservé dans le génome de la souche recombinée.  

Marqueur : gène de résistance à un marqueur de sélection ; Pc : promoteur constitutif ; Pi : promoteur inductible ; P : 

promoteur ; Recombinase : gène qui code la protéine recombinase (Cre, FLP ou β-rec) ; T : terminateur ; SR : 

séquence de reconnaissance de la recombinase (loxP, FRT ou six).  

  

A. Hérivaux©2018 
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fonction de la nature de l’enzyme (Figures 25 et 26). La recombinaison est réalisée à l’aide de la création 

de ponts phosphodiesters (Wang et al., 2011 ; Krappman et al., 2014 ; Olorunniji et al., 2016). 

 Actuellement, chez les champignons filamenteux trois systèmes majeurs d’invalidation multiple de 

gènes médiés par des recombinases sont disponibles : i) le système Cre/loxP, ii) le système FLP/FRT, et 

iii) le système β-rec/six (Krappman et al., 2014 ; Cairns et al., 2016).  

b) Champignons filamenteux et recyclage du marqueur de sélection 

 Tyrosine recombinase 

 Le système Cre/loxP est le système d’invalidation génique le plus utilisé à ce jour, tous organismes 

confondus (bactéries, insectes, plantes, helminthes, rongeurs, champignons). Il est issu du bactériophage 

P1. La recombinase Cre (pour Causes recombination) possède un acide aminé tyrosine au cœur de son site 

catalytique et reconnaît spécifiquement les séquences loxP (pour locus of crossover in Phage P1) qui 

correspondent à des fragments de 34 pb. Ce système possède la faculté d’exciser, d’inverser ou d’intégrer 

réversiblement un ADN cible. 

 Le système d’invalidation de gènes FLP/FRT comprend une tyrosine recombinase, appelée flippase 

(FLP), qui reconnaît spécifiquement les séquences FRT (pour FLP Recombinase Target) de 48 pb. Ce 

système a été identifié sur le plasmide 2µ de la levure Saccharomyces cerevisiae, donc il possède une 

origine eucaryote contrairement aux deux autres systèmes. Le système Cre/loxP est un système stable. 

Le système FLP/FRT est lui aussi stable mais uniquement à 30°C. C’est pourquoi la séquence FLP d’origine 

a été optimisée. Le système FLP/FRT permet lui aussi l’excision, l’inversion ou l’insertion réversible d’un 

fragment d’ADN. 

 Sérine recombinases 

 Le système β-rec/six, contrairement aux deux systèmes précédemment décrits, correspond à une 

sérine recombinase de petite taille qui reconnaîtra spécifiquement les séquences six de 90 pb. Le système 

a été identifié pour la première fois chez l’espèce procaryote Streptococcus pyogenes. Du fait de sa petite 

taille, cette recombinase est exclusivement à l’origine de l’excision irréversible d’un ADN cible.  

 Applications chez les espèces fongiques filamenteuses 

 Le système de recyclage Cre/loxP a tout d’abord été développé pour l’espèce A. fumigatus au 

milieu des années 2000 (Krappman et al., 2005). L’excision de la cassette de sélection a été réalisée en 

deux étapes (Figure 27.A). Tout d’abord, la cassette de résistance à la phléomycine (Phleo), contenant 

le gène ble, bordée par les séquences loxP est intégrée par recombinaison homologue dans le génome du 

champignon à un locus donné. Lors d’une seconde étape de transformation, la recombinase Cre est 

apportée par un plasmide de sauvetage contenant le gène ptrA, qui confère la résistance à la pyrithiamine. 

L’expression de la recombinase est sous la dépendance du promoteur inductible et du terminateur niaD 

d’A. nidulans. Ainsi la recombinase est uniquement exprimée lorsque les cellules transformées sont 

cultivées sur un milieu contenant du nitrate comme unique source d’azote. Quelques années plus tard,  
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Figure 27. Schématisation des systèmes d’invalidation multiple de gènes Cre/loxP, FLP/FRT et β-rec/six, 

développés chez les champignons filamenteux, 

d’après Forment et al. (2006), Kopke et al. (2010) et Hartmann et al. (2010). 

A. Le système Cre/loxP est basé sur une cassette d’invalidation qui se compose du gène de résistance à la phléomycine 

(ble) bordé par des sites loxP. Une fois cette cassette insérée dans le génome à un locus ciblé, l’excision de la cassette 

d’invalidation sera possible grâce à l’apport d’un plasmide de sauvetage qui produit la recombinase Cre et qui contient 

également un gène de résistance à la pyrithiamine (ptrA). B. Le système FLP/FRT se présente sous la forme d’une 

unique cassette d’invalidation qui renferme le gène de résistance à la nourséothricine (nat1) et le gène de la 

recombinase (FLP). Ces deux gènes sont bordés par les séquences de reconnaissance FRT. Une fois la cassette insérée 

dans le génome à un locus cible, la production de la flippase pourra être induite par son promoteur inductible au xylose 

(PPcxyl). Ainsi, la cassette d’invalidation sera excisée lorsque les souches mutantes seront cultivées sur un milieu en 

présence de xylose comme unique source de carbone. C. Le système β-rec/six repose sur le même principe que le 

système FLP/FRT. La recombinase (β-rec) et le gène de résistance à la pyrithiamine (ptrA) sont bordés par les 

séquences de reconnaissance six. L’ensemble de ces éléments constitue la cassette d’invalidation qui une fois insérée 

dans le génome à un locus cible sera excisée après culture des souches mutantes sur un milieu contenant uniquement 

du xylose comme source de carbone. 
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Hartmann et al. ont validé la délétion successive de 8 gènes chez cette même espèce fongique grâce à 

l’excision de la cassette de sélection contenant le marqueur de résistance hph ou ble, permettant 

respectivement la sélection par l’hygromycine B (HygB) ou la Phleo (Hartmann et al., 2011). Comme 

précédemment, un plasmide de sauvetage contenant la recombinase a été transfecté (Krappman et al., 

2006 ; Hartmann et al., 2011). Ce même système a été utilisé avec succès chez d’autres espèces 

filamenteuses telles qu’A. nidulans, Neotyphodium coenophialum, Neotyphodium uncinatum et Epichloë 

festucae (Florea et al., 2009). Jusqu’à présent, l’utilisation de la recombinase Cre nécessitait un plasmide 

de sauvetage qui était transfecté dans un second temps chez une souche mutante qui avait préalablement 

intégré un marqueur de sélection à exciser. Zhang et al. ont mis en place un protocole d’anastomose valide 

chez Cryphonectria parasitica et Metarhizium robertsii (Zhang et al., 2013). Cette technique consistait à 

mettre en culture sur une même gélose une souche donneuse contenant la protéine Cre exprimée 

constitutivement et une souche réceptrice qui avait préalablement été mutée et qui contenait le marqueur 

de sélection à exciser (le marqueur de résistance à l’HygB ou à la généticine). 

 Penicillium chrysogenum est le premier champignon filamenteux chez lequel le système de 

recyclage FLP/FRT a été développé avec succès (Kopke et al., 2010). La recombinase FLP, utilisée à l’origine 

chez S. cerevisiae, a été optimisée (PcFLP). La PcFLP étant sous la dépendance du promoteur inductible 

PPcXYL de cette même espèce, elle n’était exprimée que lorsque les souches mutantes étaient cultivées sur 

un milieu contenant uniquement du xylose comme source carbonée. La recombinase ensuite reconnait 

spécifiquement les séquences FRT placées de part et d’autre de la cassette de sélection. Au cours de ces 

travaux, le gène de résistance à la nourséothricine nat1 a été excisé avec succès (Figure 27.B). Peu de 

temps après, ce système a également été validé avec succès chez Ustilago maydis lors de la délétion 

multiple et consécutive de 11 gènes effecteurs (eff11) en utilisant uniquement le gène de résistance à 

l’HygB, hph (Khrunyk et al., 2010). Chez Acremonium chrysogenum, la recombinase FRT a également été 

validée pour le recyclage du marqueur de sélection (Bloemendal et al., 2014). Cependant, une optimisation 

des codons de la FLP a également été réalisée au préalable. 

 Hartmann et al. ont validé le système β-rec/six chez A. fumigatus (Hartmann et al., 2010). La 

cassette de résistance à la pyrithiamine ptrA est bordée des séquences de reconnaissance spécifique de 

cette recombinase, les séquences six. La cassette une fois insérée au locus cible dans le génome fongique 

peut être excisée après culture de la souche mutante sur un milieu contenant du xylose comme unique 

source de carbone puisque l’expression de la β-recombinase est sous le contrôle du promoteur inductible 

PPCXYL de P. chrysogenum (Figure 27.C). Dans une seconde expérimentation menée avec succès chez A. 

fumigatus, ce même système a permis l’excision du marqueur de résistance hph (Amich et al., 2013). Le 

système β-Rec/six a également été validé chez Neurospora crassa et a permis la délétion successive des 

gènes mus-51 et cre-1 (Szewczyk et al., 2013). La cassette de sélection était identique à celle décrite par 

Hartmann et al., à la seule différence que le marqueur de sélection a été remplacé par le gène bar, plus 

adapté à cette espèce fongique, qui permet la sélection des souches résistantes à la phosphinothricine. 
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Figure 28. Schématisation d’un système d’expression. 

Un système d’expression se compose d’un châssis moléculaire d’origine bactérienne sur lequel des sites multiples de 

clonage (SMC) seront préalablement définis afin de permettre l’insertion séquentielle des différents modules, d’une 

cassette de sélection qui comprend un marqueur de sélection régulé par un promoteur (P1) et un terminateur (T1) 

propres, et d’une cassette d’expression qui renferme un gène à exprimer, par exemple un gène rapporteur, dont 

l’expression sera régulée par une séquence promotrice (P2) et terminatrice (T2) propres.  
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 En conclusion, les trois systèmes de recyclage présentés ci-dessus se démocratisent 

progressivement chez les champignons filamenteux. Il est cependant à noter que le système Cre/loxP est 

un système de petite taille qui nécessite cependant deux étapes de transformation puisqu’il n’est pas inclus 

dans la cassette d’invalidation du gène ciblé. Au contraire, les systèmes FLP/FRT et β–Rec/six sont présents 

dans la cassette d’invalidation du gène ciblé. Par conséquent, une seule étape de transformation du 

champignon est nécessaire. En revanche, pour ces deux derniers systèmes, la cassette d’invalidation 

générée sera de grande taille donc potentiellement plus difficile à manipuler in vitro et à insérer dans le 

génome du champignon. 

4.3. Systèmes d’expression 

Les systèmes d’invalidation de gènes permettent d’appréhender la fonction d’un gène en 

comparant une souche mutante avec la souche sauvage correspondante. Les systèmes d’expression 

constituent également des précieux outils pour mener des études génétiques chez les micro-organismes. 

Ils permettent notamment d’évaluer l’impact de la surexpression d’un gène (endogène ou hétérologue), 

mais aussi de transférer des gènes rapporteurs.  

Classiquement, le squelette plasmidique de ces systèmes se compose : i) d’un châssis moléculaire 

d’origine bactérienne dans lequel des sites multiples de clonage auront été introduits et qui permettront 

l’insertion séquentielle des modules, ii) d’une cassette de sélection qui contient un marqueur de résistance 

aux drogues dont l’expression sera sous le contrôle d’une séquence promotrice et terminatrice propres et 

iii) d’une cassette d’expression qui renferme un gène à exprimer, dont les gènes rapporteurs qui seront 

développés dans le point suivant, qui sera également sous la dépendance de séquences régulatrices 

propres (Figure 28). 

Les séquences terminatrices ayant généralement un moindre effet sur le taux d’expression des 

gènes, l’identification de promoteurs régulant la cassette d’expression est une étape cruciale. Selon l’effet 

escompté, le choix s’orientera vers une séquence promotrice constitutive qui permettra l’expression forte 

en continu de la cassette d’expression (ex. le gène de l’actine ACT1, le facteur d’élongation de la traduction 

1 TEF1) ou vers une séquence inductible pour induire ou inhiber l’expression de cette cassette (ex. le 

promoteur du gène GAL1 qui code une galactokinase est induit par le galactose, le promoteur du gène 

MAL2 qui code une maltase est lui induit par le maltose, le promoteur du gène CK1 qui code une 

phosphoénolpyruvate carboxykinase est induit par l’acide succinique, le promoteur du gène XYL qui est 

induit par le xylose). 

4.4. Gènes rapporteurs 

Utilisés dans de nombreux domaines de la biologie, les gènes rapporteurs sont de puissants outils 

moléculaires qui facilitent l’obtention de données (ex. la régulation de séquences promotrices, la 

dissémination d’un pathogène dans un organisme hôte, la localisation subcellulaire de protéines). Parmi
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Figure 29. Imagerie de bioluminescence chez les pathogènes fongiques, d’après Papon et al. (2014). 

A. Trois gènes codant des protéines luciférases sont développés chez les levures et les champignons filamenteux : i) le gène fLUC de la luciole qui en présence d’ATP convertit le 

substrat luciférine en oxy-luciférine, mécanisme qui engendre une émission de lumière entre 580 et 612 nm, ii) le gène rLUC de la pensée de mer et iii) le gène gLUC du crustacé 

copépode Gaussia. Ces deux derniers gènes codent des luciférases qui lorsqu’elles oxydent le substrat coelentérazine engendre une émission de lumière à 480 nm. B. Dans le but de 

développer l’imagerie de bioluminescence, un vecteur d’expression contenant un gène luciférase adapté doit être construit. Une fois inséré dans le génome de la souche réceptrice par 

transgénèse, une souche mutante « bio-rapporteur » luc+ exprimant fortement la luciférase sera sélectionnée. Après culture, elle sera injectée chez la souris en présence de son 

substrat. La bioluminescence pourra donc être suivie en temps réel en imagerie CCD. 

A. Hérivaux©2018 
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les gènes rapporteurs les plus utilisés chez les eucaryotes, on retrouve les gènes codant les β-

galactosidases, les luciférases (LUC) ou encore les protéines fluorescentes. 

4.4.1. β-galactosidases 

L’activité β-galactosidase peut être directement observée par une couleur bleue lorsque les cellules 

transformées par un gène codant cette enzyme (bactéries, levures, …) se développent sur un milieu 

contenant le chromogène 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-Gal). Ce gène rapporteur 

permet en particulier de caractériser la régulation de séquences promotrices (Defosse et al., 2014). 

4.4.2. Luciférases 

Les LUC sont des protéines présentes chez certains insectes, planctons, méduses ou encore 

bactéries. Elles catalysent la réaction d’oxydation d’un substrat organique. L’oxydation des substrats par 

les LUC est couplée à une émission de lumière, phénomène naturel connu sous le nom de bioluminescence 

(Figure 29.A) (Mager et Tu, 1995 ; Kaskova et al., 2016). Exprimés de manière hétérologue, les gènes 

LUC permettent ainsi, in vitro, d’évaluer la régulation de promoteurs grâce à un luminomètre. Lorsqu’ils 

sont transférés et exprimés dans des micro-organismes, les gènes LUC permettent de visualiser in vivo et 

en temps réel la prolifération du pathogène dans un organisme hôte par des technologies d’imagerie de 

bioluminescence (IBL) (Figure 29.B) (Papon et al., 2014 ; Kaskova et al., 2016).  

4.4.3. Protéines fluorescentes 

Les protéines fluorescentes sont naturellement présentes chez certaines espèces de méduses ou 

encore de coraux. Il existe actuellement 4 gènes/variants majeurs codant des protéines fluorescentes et 

qui ont déjà été expérimentés chez les champignons : i) initialement la Green Fluorescent Protein (GFP) 

isolée de la méduse Aequorea victoria, puis ii) la Yellow Fluorescent Protein (YFP) et iii) la Cyan Fluorescent 

Protein (CFP) obtenues par modification de quelques acides aminés de la GFP, ainsi que iv) la Red 

Fluorescent Protein (RFP) d’un corail (Discosoma sp.) (Figure 30.A) (Papon et al., 2012).  

Suite à l’excitation de la protéine fluorescente par une source lumineuse de longueur d’onde 

définie, celle-ci est capable d’émettre en retour un signal de fluorescence spécifique. Dans le domaine de 

la biologie, les expériences de localisation subcellulaire par fusion des produits des gènes étudiés avec ceux 

de protéines fluorescentes apportent souvent des données précieuses. En effet, ces approches d’imagerie 

biophotonique peuvent s’avérer très informatives dans le but de préciser la localisation et/ou les 

déplacements subcellulaires liés aux fonctions propres de certaines protéines (impliquées dans la 

signalisation cellulaire ou la morphogénèse par exemple, telles que les HKs) (Figure 30.B). 
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Figure 30. Protéines fluorescentes et applications chez les champignons, d’après Papon et al. (2012). 

A. Chez les champignons, quatre protéines fluorescentes sont disponibles : i) la gfp de couleur verte, ii) la yfp de couleur jaune, iii) la cfp de couleur bleu et iv) la rfp de couleur rouge. 

Ces protéines peuvent s’appliquer différemment chez les champignons : B. elles peuvent servir de marqueur de sélection visuel lors de la transgénèse du champignon, C. il est possible 

d’intégrer un gène en amont ou en aval de la protéine fluorescente afin d’étudier la localisation subcellulaire de la protéine de fusion correspondante et D. elles peuvent servir de 

gènes rapporteurs pour étudier la régulation de l’expression de gènes via l’analyse de promoteurs.

A. Hérivaux©2018 
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OBJECTIFS



Objectifs 
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 Les HKs représentent une vaste famille de protéines impliquées dans la perception des signaux 

environnementaux chez les bactéries, les champignons et les plantes. Ces protéines jouent notamment un 

rôle majeur dans l'adaptation aux stresses, mais aussi dans la virulence de nombreux micro-organismes 

procaryotes et eucaryotes. Si les HKs sont à présent bien connues chez les bactéries et les plantes, tant 

sur un plan structural que fonctionnel (Mascher et al., 2006 ; Schaller et al., 2011), les données concernant 

ces protéines chez les autres clades de l’arbre du vivant demeurent plus que fragmentaires.  

 C’est ainsi que le premier objectif de ce travail a consisté en l’exploration in silico de la structure 

et de la distribution des HKs chez les organismes eucaryotes à travers plusieurs études de bio-

informatique : i) chez les champignons dits « inférieurs » (EDF pour Early Diverging Fungi), ii) chez les 

levures Saccharomycotina et enfin iii) chez l’ensemble des Eucaryotes. 

 Il est également important de rappeler que les HKs, n'étant pas retrouvées chez les mammifères, 

suscitent depuis quelques années une attention particulière de la communauté scientifique en tant que 

nouvelles cibles pour le développement d'antibiotiques et antifongiques (Bem et al., 2015 ; Shor et 

Chauhan, 2015). C’est précisément dans ce cadre que la partie expérimentale de ce projet a été initiée au 

sein de l’EA3142 GEIHP qui développe depuis plus de 10 ans une expertise sur les infections fongiques 

respiratoires dans le contexte de la mucoviscidose. Plus précisément, l’équipe porte ses efforts sur une 

espèce fongique multirésistante : S. apiospermum. Cette moisissure est en effet le second champignon 

filamenteux, après A. fumigatus, capable de coloniser chroniquement les poumons des patients atteints de 

mucoviscidose. Ce pathogène opportuniste est difficile à éliminer et/ou traiter puisqu’il est résistant à la 

majorité des molécules antifongiques systémiques actuellement disponibles sur le marché. Il est donc 

aujourd’hui indispensable d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. 

De ce fait, le second objectif de ce travail s’est focalisé sur la caractérisation fonctionnelle des HKs 

chez S. apiospermum. L’analyse fonctionnelle de ces récepteurs s’est donc déroulée de la façon suivante : 

i) l’identification des séquences génomiques des gènes HKs à l’aide d’outils de bio-informatique, ii) 

l’invalidation de l’ensemble des gènes identifiés, iii) la complémentation des souches mutantes et iv) la 

réalisation d’études phénotypiques sur ces différentes souches.  

En parallèle, cette thèse nous a amenés à développer de nouveaux outils moléculaires adaptés à 

S. apiospermum en vue de futures études d’imagerie de fluorescence et de bioluminescence. 
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Partie I 

Les histidines kinases :  

structure et distribution 

chez les eucaryotes 
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1. Introduction générale 

 Comme souligné dans le premier article de revue de ce manuscrit, les HKs sont dans l’ensemble 

déjà bien documentées chez les procaryotes, tant sur le plan de la distribution que de la fonction (Mascher 

et al., 2006 ; Galperin et al., 2018). En revanche, les connaissances sur ces protéines restent globalement 

très fragmentaires chez les organismes eucaryotes.  

 C’est pourquoi, en parallèle de la caractérisation fonctionnelle des HKs chez S. apiospermum, 

modèle fongique du laboratoire, nous avons au cours de cette thèse initié différentes études de 

phylogénomique visant à explorer à la fois la structure et la distribution de ces protéines à travers les 

différents phylla eucaryotes. Nous proposons ici trois articles qui m’ont permis de m’aguerrir aux notions 

de bases du domaine de la bio-informatique et qui portent sur la phylogénie des HKs chez i) les 

champignons inférieurs, ii) chez les levures bourgeonnantes et enfin iii) chez l’ensemble des super-groupes 

eucaryotes. 

2. L’étude de la structure et de la distribution des histidine 

kinases chez les champignons « inférieurs » (Early 

Diverging Fungi) : première description de protéines 

fongiques homologues aux récepteurs à hormones 

végétales 

 Au début de la thèse en Octobre 2015, l’article de référence portant sur la distribution et la 

classification des HKs fongiques demeurait celle publiée quelques mois auparavant par Defosse et al. 

(2015). Fin 2015, c’est-à-dire au cours des premier mois de ma thèse, la rédaction de l’article de synthèse 

sur les HKs des champignons pathogènes pour le journal PloS Pathogens nous a bien évidemment amenés, 

sur la base des nombreux nouveaux génomes fongiques rendus disponibles régulièrement, à étudier si des 

avancées dans ce domaine pouvaient être proposées dans ce manuscrit. Ainsi fin 2015, à l’exception de 

quelques données très partielles pour les Mucoromycotina (une sous-division des champignons 

« inférieurs », aujourd’hui dénommés EDF), les données sur les HKs fongiques portaient exclusivement sur 

les champignons « supérieurs » (les Dikarya qui regroupent les Ascomycètes et les Basidiomycètes). Le 

projet « 1000 génomes fongiques » du Joint Genome Institute (JGI : https://jgi.doe.gov/) déposant 

chaque semaine de nouveaux génomes fongiques, et en particulier progressivement les premiers génomes 

séquencés d’EDF, nous avons ainsi initié une étude visant à explorer la structure et la distribution des HKs 

chez ces champignons « inférieurs ». Ce projet nous a amené à décrire pour la première fois chez les 

champignons la présence de gènes codant des récepteurs à deux classes d’hormones majeures du règne 

végétal : l’éthylène et les cytokinines. Cette étude hautement spéculative a été valorisée sous forme 

d’ « Opinion and Hypothesis » dans la revue mBio. Il est également à noter que ces découvertes fortuites 

ont été instigatrices du projet ANR-PRCE « Mycormones » récemment initié au sein de notre équipe et 

mené en partenariat avec l’Université de Toulouse et la société Agronutrition. 

  

https://jgi.doe.gov/
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2.1. Résumé 

 Les HKs sont parmi les protéines « senseurs » les plus importantes du règne fongique. Si leur 

distribution et leurs fonctions biologiques commencent à être élucidées chez les champignons supérieurs 

(Dikarya), de telles données pour les champignons « inférieurs » (EDF) sont presque inexistantes. Dans 

cette étude, nous avons tiré profit des ressources génomiques récentes pour déterminer si des relations 

entre la présence de groupes d’HKs spécifiques chez certains EDF et leurs habitats/modes de vie respectifs 

pouvaient être établies. Cela nous a conduits à la découverte inattendue d’HKs fongiques qui présentent 

un fort degré de similarité avec des récepteurs à hormones végétales (éthylène et cytokinines). Il est 

important de noter que ces homologues de récepteurs à phytohormones ont uniquement été identifiés chez 

des espèces d’EDF se développant comme symbiontes de racines végétales ou des endophytes, mais aussi 

chez des espèces qui colonisent les matières végétales en décomposition. Nous avons ainsi émit 

l'hypothèse que ces récepteurs phytohormonaux, au cours de l’évolution, ont peut-être favorisé 

l'interaction des EDF avec des plantes et ont donc parallèlement potentialisé la conquête de l’espace 

terrestre par les champignons et les végétaux. 

2.2. Article 
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3. L’étude de la structure et de la distribution des histidine 

kinases chez les Saccharomycotina montre une perte 

progressive de ces protéines au cours de l’évolution des 

levures bourgeonnantes 

 Le premier article de bio-informatique portant sur la structure et la distribution des HKs chez les 

champignons « inférieurs » a été réalisé en collaboration étroite avec mon directeur de thèse (N. Papon). 

Cette étude m’ayant permis de m’aguerrir i) à la structure des différents groupes d’HKs fongiques et ii) 

aux différentes approches et outils de bio-informatique, j’ai souhaité mener une seconde analyse bio-

informatique de ce type de récepteurs, de manière plus autonome, et donc portant sur un nombre plus 

restreint d’espèces de surcroit comportant un faible nombre d’HKs puisque la classification de cette famille 

de protéines demeurait relativement complexe. A l’époque de cette réflexion est parue un article de revue 

axé sur l’exploitation de la diversité génétique des levures bourgeonnantes (Saccharomycotina) à des fins 

biotechnologiques (Hittinger et al., 2015). Dans cet article figurait une magnifique phylogénie de plus de 

80 espèces levuriformes dont la séquence des génomes était disponible (Figure 31). Les données sur les 

HKs de levures étant rares et se limitant à quelques espèces (3 HKs chez C. albicans, 1 HK chez C. glabrata, 

et 1 HK chez S. cerevisiae) (Salas-Delgado et al., 2017), je me suis donc lancée de manière autonome 

dans l’étude de la phylogénie des HKs chez les Saccharomycotina. Ce travail a été récemment valorisé 

dans le journal Current Genetics.   

3.1. Résumé 

 Les systèmes à deux composants (two-component systems, TCS) sont des voies de signalisation 

cellulaires utilisées par les organismes procaryotes et eucaryotes pour faire face à un large éventail de 

signaux environnementaux. Chez les champignons, les voies de signalisation TCS qui permettent la 

perception des stimuli impliquent le transfert d’un groupement phosphoryl entre trois familles de protéines 

comprenant les histidine kinases hybrides (HHKs), les protéines histidine phosphotransfer (Hpt) et les 

régulateurs de réponse (RR). Les mécanismes sous-jacents qui conduisent à la remarquable diversité parmi 

les HHKs et d'autres protéines des TCS dans différents clades fongiques restent peu élucidés. Plus 

précisément, les tendances évolutives qui ont conduit à l'apparition, au transfert, à la duplication et à la 

perte des gènes TCS chez les champignons n'ont jamais été abordées jusqu'à présent. Dans cet article, 

nous avons été plus particulièrement intéressés par l'étude de la distribution des modules TCS chez les 

levures bourgeonnantes (Saccharomycotina) en analysant le génome de 82 espèces. Étonnamment, 

certaines espèces des lignées basales, en particulier Lipomyces starkeyi, codent plusieurs groupes d’HHKs 

généralement retrouvés chez les filamenteux et apparaissent comme des gènes « reliques » qui ont 

probablement été retenus par un ancêtre commun de Saccharomycotina. Dans l'ensemble, cette analyse 

a révélé une diminution progressive du pool initial de gènes codant pour des HHKs au cours de l'évolution 

de la levure Saccharomycotina.  
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Figure 31. Phylogénie de 80 espèces levuriformes, d’Hittinger et al. (2015). 
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3.2. Article 
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4. Structure et distribution des histidines kinases chez les 

eucaryotes 

 Forts de l’expérience des trois précédents articles, nous nous sommes enfin engagés dans une 

dernière étude bio-informatique bien plus conséquente : la première description et analyse globale des 

protéines HKs au sein du domaine des eucaryotes. De manière rationnelle, la lourdeur de la tâche nous a 

amené à recruter une étudiante de Master 2 recherche « Infectiologie et Bio-informatique » de l’Université 

libanaise, Samar Kabbara. Cette étude a ainsi été initiée à travers l’encadrement de ce stage. Cependant,  

l’étude complète a nécessité plus de 18 mois d’analyses bio-informatiques, fédérant plus d’une demi-

douzaine de collaborateurs. Ce travail est actuellement en révision mineure dans la revue Genome Biology 

and Evolution. 

4.1. Résumé 

 La structure et la distribution des protéines HKs sont aujourd’hui bien documentées chez les 

procaryotes, mais ces informations sont encore plus que fragmentaires pour ce qui concerne les 

eucaryotes. Dans cette étude, nous avons tiré profit des ressources génomiques récentes pour explorer la 

diversité structurelle et la distribution phylogénétique des HKs à travers l’ensemble des super-groupes 

eucaryotes. Des recherches sur les génomes de 67 espèces eucaryotes réparties uniformément dans l'arbre 

du vivant ont permis de prédire la séquence de 748 HKs. Des analyses phylogénétiques de ces protéines 

ont été effectuées de manière indépendante pour chacun des principaux super-groupes eucaryotes. Si 

cette étude a permis à la plupart des séquences compilées d'être catégorisées en groupes d’HKs 

précédemment décrits, elle a également pu révéler de nouvelles données intéressantes : i) la 

caractérisation de certains groupes HKs eucaryotes non décrits précédemment avec des fonctions 

prédictives supposées liées à des traits physiologiques des espèces dans lesquelles ils sont retrouvés, ii) la 

découverte de groupes d’HKs que l'on pensait auparavant limités à un seul clade dans des super-groupes 

supplémentaires et iii) des indications que certaines voies évolutives ont conduit à l'apparition, au transfert, 

à la duplication et à la perte de gènes HKs dans certains phylla. Cette étude fournit un aperçu sans 

précédent de la structure et de la distribution des HKs chez les eucaryotes et représente une première 

étape vers la compréhension des mécanismes qui sous-tendent l'évolution des voies de signalisation 

cellulaire chez les organismes eucaryotes. 

4.2. Article 
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ABSTRACT 

Histidine kinases (HKs) are primary sensor proteins that act in cell signaling pathways 

generically referred to as “two component systems” (TCSs). TCSs are among the most widely 

distributed transduction systems used by both prokaryotic and eukaryotic organisms to detect 

and respond to a broad range of environmental cues. The structure and distribution of HK 

proteins are now well documented in prokaryotes but information is still fragmentary for 

eukaryotes. Here, we have taken advantage of recent genomic resources to explore the 

structural diversity and the phylogenetic distribution of HKs in the prominent eukaryotic 

supergroups. Searches of the genomes of 67 eukaryotic species spread evenly throughout the 

phylogenetic tree of life identified 748 predicted HK proteins. Independent phylogenetic 

analyses of predicted HK proteins were carried out for each of the major eukaryotic 

supergroups. This allowed most of the compiled sequences to be categorised into previously 

described HK groups. Beyond the phylogenetic analysis of eukaryotic HKs, this study revealed 

some interesting findings: (i) characterisation of some previously undescribed eukaryotic HK 

groups with predicted functions putatively related to physiological traits; (ii) discovery of HK 

groups that were previously believed to be restricted to a single kingdom in additional 

supergroups and (iii) indications that some evolutionary paths have led to the appearance, 

transfer, duplication, and loss of HK genes in some phylogenetic lineages. This study provides 

an unprecedented overview of the structure and distribution of HKs in the Eukaryota and 

represents a first step towards deciphering the evolution of TCS signaling in living organisms.  
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INTRODUCTION 

 Protein phosphorylation is one of the most widespread processes in living organisms, and is 

commonly used to regulate numerous cell signaling pathways. Protein phosphorylation is mediated by 

enzymes belonging to the kinase superfamily. Kinases catalyze the transfer of a phosphate from ATP to 

various amino acids including serine/threonine (Ser/Thr kinases), tyrosine (Tyr kinases) and histidine (His 

kinases). To date, histidine kinases (HKs) have been described in archaea, bacteria, amoebae, plants, 

fungi, viruses, and bacteriophages (Delaroque et al. 2001; Mascher et al. 2006; Osakabe et al. 2013; 

Hargreaves et al. 2014; Hérivaux et al. 2016; Schaap et al. 2016; Galperin et al. 2018). HK activity has 

also been detected in mammals (Attwood 2013) but mammalian genomes do not encode any typical 

bacterial or eukaryotic HK-like proteins. Consequently, approaches aiming at pharmacologically targetting 

HK proteins represent a promising strategy for the future development of antimicrobials in the context of 

human disease (Bem et al. 2015; Shor et al. 2015). 

 The canonical structure of HKs is composed of various domains (Figure 1). The first region 

corresponds to a highly variable N-terminal sequence that determines which stimulus is perceived by the 

HK. This region is referred to as the “sensing domain”. The central region is the transmitter domain 

consisting of both histidine kinase A (dimerization/phosphoacceptor) (HisKA) and cognate histidine kinase-

like ATPase catalytic (HATPase_c) subdomains. The HisKA domain includes a H-box, usually containing a 

phosphorylatable histidine, and an X-box. The HATPase_c subdomain includes four distinct boxes: the N-, 

G1-, F-, and G2-boxes (Grebe and Stock 1999). In contrast to prokaryotic HKs, most eukaryotic HKs harbor 

an additional C-terminal receiver domain (REC) characterized by the presence of a three amino-acid 

signature (DDK) that includes a phosphorylatable aspartate residue. Thus, eukaryotic HKs are generally 

called hybrid HKs (Appleby et al. 1996).  

 HKs are primary sensor proteins involved in cell signaling pathways generically referred to as “two 

component systems” (TCSs) (Figure 1). TCSs are among the most widely distributed transduction systems 

used by both prokaryotic and eukaryotic organisms to detect and respond to a wide range of environmental 

cues. In prokaryotes, TCSs usually involve communication between two functional modules, i.e. HKs and 

response regulators (RRs), via phosphorylation events (Figure 1). The perception of a stimulus induces 

autophosphorylation of the HK, and the phosphate is then transferred to a RR which acts as a transcription 

factor to directly regulate a series of target genes required for an adapted response (Appleby et al. 1996). 

In eukaryotes, TCSs are composed of additional modules, such as the histidine-containing phosphotransfer 

(Hpt) domain and the signaling routes that mediate the perception of stimuli involve a multi-step 

phosphorelay between three families of proteins: HK  Hpt  RR (Figure 1). In most eukaryotic TCSs, 

the RR either acts directly as a transcription factor or regulates downstream elements such as mitogen-

activated protein kinase (MAPK) cascades or cyclic adenosine monophosphate (cAMP) signaling systems 

(Hérivaux et al. 2016). In plants, some HKs are known to directly regulate other types of signaling proteins 

such as Raf-like kinases (Clark et al. 1998). Finally, few other variations in the architecture of TCSs have 

been described in some models (Jung et al. 2012).  
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 It is now well documented that prokaryotic HKs govern a wide range of crucial processes including 

nutrient acquisition, various metabolic pathways (nitrogen, glucose, cell wall biosynthesis), adaptation to 

changes in the environment (osmolarity, light, chemotaxis, temperature, oxygen), developmental 

pathways (sporulation, biofilm formation, competence), virulence, antibiotic resistance, and many others 

(e.g. flagellar assembly, secretion systems) (Mascher et al. 2006). In amoebae, HKs regulate a large panel 

of fundamental processes during multicellular development such as motility, morphogenesis, 

osmoregulation, as well as spore differentiation, encapsulation and dormancy (Du et al. 2015). In plants, 

HKs participate in the regulation of female gametophyte development and vegetative growth, as 

osmosensors by regulating drought, salt-stress and stomatal closure responses and are involved in light 

and phytohormones (cytokinin and ethylene) perception and signal transduction (Osakabe et al. 2013). 

Finally, HKs are also widespread in fungi and to date, have been reported to be involved in stress adaptation 

(high osmolarity and oxidant conditions), red-light perception, morphogenesis, and virulence (Hérivaux et 

al. 2016). 

 While the structure and distribution of these sensing proteins are now well documented in 

prokaryotes (Kim and Forst 2001; Mascher et al. 2006; Galperin et al. 2018), information is still 

fragmentary for eukaryotes. Plant and fungal HKs are currently categorized into 7 and 16 groups, 

respectively (Schaller et al. 2008; Defosse et al. 2015). Some studies exploring the structure of HKs in 

Dictyosteliaceae, Physaraceae, and Protosteliaceae initiated the establishment of a classification of these 

sensing proteins in amoebae (Eichinger et al. 2005; Heidel et al. 2011; Schaap et al. 2016; Hillmann et al. 

2018). Thus, although recent advances have provided a preliminary insight into the distribution of HKs in 

fungi, plants and amoebae, the underlying mechanisms that drive the marked diversity among eukaryotic 

HKs, the number of genes, the structure, and the functional variations remain largely obscure. More 

precisely, the evolutionary paths that led to the appearance, transfer, duplication, and loss of HK genes 

have not been addressed broadly across the eukaryotes. In the present work, we have taken advantage 

of recent genomic resources to explore the structural diversity and the phylogenetic distribution of HKs in 

the six prominent eukaryotic clades: Archaeplastida (and sister clades Cryptophyta and Haptophyta), 

Opisthokonta, Amoebozoa, Apusozoa, Excavata, and SAR (Stramenopiles, Alveolates, and Rhizaria) (Grant 

and Katz 2014). This study represents an essential step towards deciphering the evolution of TCS cell 

signaling pathways in eukaryotes. 

MATERIALS AND METHODS 

HK sequence search, analysis and annotation 

 BLAST (Altschul et al. 1990) searches were performed against the NCBI and JGI genome sequence 

databases. The protein domains HisKA (PFAM00512) and HATPase_c (PFAM02518) were used as queries 

against both databases without threshold constraints. In order to eliminate redundant protein sequences, 

a multiple alignment was performed using the Clustal Omega algorithm (Sievers et al. 2011). After 
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annotation, domain organisation was predicted for each unique protein using the SMART (Schultz et al. 

1998) and the Conserved Domain Database (Marchler-Bauer et al. 2017) algorithms. The TMHMM (Krogh 

et al. 2001) algorithm was used to predict transmembrane helices in the predicted proteins. Importantly, 

following a domain arrangement study for each deduced protein, we only kept putative HK sequences that 

have at least two out of the three following domains: HisKA (PFAM00512), HATPase_c (PFAM02518), and 

REC (PFAM00072). HK protein sequences were annotated using the first letter of the genus followed by the 

first 4 letters of the species, HK, and the number of the sequence (e.g. KniteHK1 for Klebsormidium nitens 

Histidine Kinase 1) except for Arabidopsis thaliana, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Oryza 

sativa, and Dictyostelium discoideum HKs for which the previously published nomenclature was conserved. 

Phylogenetic analysis 

 Alignments were built with Cobalt 2.0.2 (Papadopoulos and Agarwala 2007), applying an additional 

constraint on conserved domains that were compared to the CDD domain bank v0.75. The alphabet chosen 

was of the regular type and a maximum distance between two sequences of 0.7 was chosen (fraction of 

the number of words in common to all the words). The resulting alignments were curated using Gblocks 

0.91b (Talavera and Castresana 2007) to remove non-conserved positions that could prevent correct 

reconstruction of the phylogeny. Several Gblocks parameter values were tested to retain between 11% 

and 13% of the positions in each initial alignment. For each alignment, the minimum length of a block was 

set to four positions and all positions corresponding to a gap in one block were retained. The parameters 

related to (i) the number of sequences required to consider a position as being conserved, (ii) the number 

of sequences required to consider a position as being flanking, and (iii) the maximum number of contiguous 

non-conserved positions that were optimized to define each block (Opisthokonta: 102, 102, 100; 

Archaeplastida and sister clades: 116, 116, 100; Excavata: 16, 26, 30; Amoebozoa: 64, 64, 175; SAR: 

74, 79, 115; Apusozoa: 6, 6, 50; respectively). A phylogeny was constructed using the curated alignments 

with the package 'Phangorn' (Schliep 2011) in R (R development core team, 2013). A Neighbor-Joining 

tree was used as a primer tree and distances between sequences were fitted using the maximum likelihood 

approach and the Lê & Gascuel (2008) substitution matrix after several substitution models had been 

tested using the ‘modelTest’ function with both invariant sites and the gamma distribution. We retained 

the LG model which was always the most appropriate as determined by its Bayesian Information Criterion 

(BIC). Branch position was optimized with a nearest neighbor interchange (NNI) algorithm. Branch 

robustness was evaluated using parametric resampling (bootstrap of 100) carried out in multicore 

computing machines of the CCSC (CNRS, Orléans, France).  
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RESULTS 

Exploring the structure and distribution of HKs in Eukaryota 

 In order to acquire a representative sampling to study the structure and distribution of HKs in the 

Eukaryota, we browsed the genomes of 67 species (Table 1) spread throughout the eukaryotic tree of life 

(Grant and Katz 2014). Most eukaryotic HKs are hybrid, containing a C-terminal REC domain downstream 

of HisKA and HATPase_c domains, but there are some examples of eukaryotic HKs that lack the REC 

domain. This is the case for example of some diverged groups of HKs, such as plant phytochromes, ERS2-

type ethylene receptors, and chloroplast TCS sensors that progressively acquired serine threonine kinase 

activity and non-response regulator functional partner in evolution (Cashmore 1998 ; Puthiyaveetil and 

Allen 2009 ; Schaller et al. 2011 ; Gallie 2015). We therefore searched all 67 genomes with the Pfam 

domains HisKA (PFAM00512) and HATPase_c (PFAM02518) and following a domain arrangement study for 

each deduced protein, we only kept putative HK sequences that have at least two out of the three following 

domains: HisKA (PFAM00512), HATPase_c (PFAM02518), and REC (PFAM00072). This strategy has helped 

(i) to remove a number of non-HK sequences that only contain a single HATPase_c domain such as for 

instance pyruvate dehydrogenases, heat shock proteins 90, and DNA mismatch repair proteins MutL (ii) 

but also has provided the opportunity to capture divergent proteins related to the HK family. This allowed 

the compilation of 748 predicted proteins (Table 1 and supplemental Table S1). The HK family is known 

to be highly divergent, even within a single kingdom (Mascher et al. 2006; He et al. 2016; Hérivaux et al. 

2017). Thus, independent phylogenetic analyses of HK predicted proteins were carried out for each of the 

six major eukaryotic supergroups: Archaeplastida, Opisthokonta, Amoebozoa, Apusozoa, Excavata and 

SAR (Grant and Katz 2014). 

Improving the categorization of HK proteins in Archaeplastida, Opisthokonta, 

and Amoebozoa 

Archaeplastida and sister clades (Cryptophyta and Haptophyta) 

 Several recent studies have provided important advances in our understanding of the structure 

and distribution of land plant HKs (Schaller et al. 2008; Yasumura et al. 2012; Gruhn et al. 2014; Liu et 

al. 2014). However, there is a need to extend this analysis to the whole green lineage (Archaeplastida), 

which encompasses glaucophytes (Glaucocystophyta), red algae (Rhodophyta), green algae (Chlorophyta), 

and land plants (Streptophyta), together with the sister clades Cryptophyta and Haptophyta in some 

phylogenies (Grant and Katz 2014). Genome searches revealed that HKs are broadly represented 

throughout all these clades since we identified sequences in the Glaucocystophyta (Cyanophora paradoxa, 

1 HK) (Price et al. 2012) and the Rhodophyta (Cyanidioschyzon merolae, 1 HK) (Matsuzaki et al. 2004). 

We also identified 3 and 7 HK sequences from the genomes of the aquatic green algae Micromonas pusilla 

(Prasinophytes) (Worden et al. 2009) and Volvox carteri (Chlorophyceae) (Prochnik et al. 2010), 

respectively, 67 HKs in the genome of Klebsormidium nitens (Charophyta, terrestrial green alga) (Hori et 
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al. 2014), 54 HKs in the genome of Physcomitrella patens (Bryophytes) (Rensing et al. 2008), 20 HKs in 

the genome of Marchantia polymorpha (Liverworts) (Bowman et al. 2017), and 16 HKs in the genome of 

Selaginella moellendorffii (Lycophytes) (Banks et al. 2011). The Acrogymnospermae clade was represented 

by the loblolly pine genome (Pinus taeda) (Neale et al. 2014) in which we annotated 10 HKs. Concerning 

Magnoliophyta (flowering plants), we identified 9 HKs in Amborella trichopoda (Amborella Genome Project 

2013), a model early-diverging species from the Magnoliophyta, to which we added the 16 previously 

described HKs from Arabidopsis thaliana (a Eudicot model species) (Hwang et al. 2002) and the 13 HKs 

from Oryza sativa (a Monocot model species) (Pareek et al. 2006). Finally, we identified 10 and 3 HKs in 

the genomes of representative species from the sister clades Cryptophyta (Guillardia theta) (Curtis et al. 

2012) and Haptophyta (Emiliania huxleyi) (Read et al. 2013), respectively (Table 1).  

 To gain insight into the phylogenetic relationships between HKs from glaucophytes 

(Glaucocystophyta), red algae (Rhodophyta), green algae (Chlorophyta), land plants (Streptophyta), and 

the sister clades Cryptophyta and Haptophyta, we generated a robust phylogenetic tree after multiple 

alignment of 230 predicted sequences (Table 1 and supplemental Table S1). This analysis revealed 

that most of the deduced HK sequences tended to cluster in the previously described major plant HK groups 

(Figure 2) (Schaller et al. 2008; Ishida et al. 2010). These included the AHK1 group, known to act as 

osmosensors in Eudicots (Urao et al. 1999; Chefdor et al. 2006), the CKI1 group (Kakimoto 1996), which 

constitutes key regulators of central cell specification in the Arabidopsis female gametophyte (Pischke et 

al. 2002), the CKI2 group (Kakimoto 1996), which was reported to be involved in stress-induced stomatal 

closure (Mira-Rodado et al. 2012), the phytochrome group (Schaller et al. 2008), which consists in 

photoswitchable red/far-red photoreceptors regulating competition with neighboring plants for 

photosynthetically active red light (Rockwell and Lagarias 2017), the ethylene receptor group (ETR), which 

has been divided in two subfamilies (Gallie 2015) that display the three predicted transmembrane helices 

containing the crucial residues involved in ethylene perception (Wang et al. 2006), the cytokinin receptor 

group (CKR), which consists of proteins displaying a Cyclases/Histidine kinases Associated Sensing 

Extracellular (CHASE) domain in their N-terminal region (Anantharaman and Aravind 2001; Mougel and 

Zhulin 2001) known to be essential for the binding of the hormones (Gruhn et al. 2014), and the more 

recently described Membrane-Associated Sensor 1 (MASE1) domain-containing HKs of unknown function 

(Ishida et al. 2010). Most of these HK groups, including AHK1, CKR, and ETR, were found exclusively in 

the Streptophyta (K. nitens, P. patens, M. polymorpha, S. moellendorffii, P. taeda, A. trichopoda, A. 

thaliana, and O. sativa) (Figure 2). It is noteworthy that most of the CHASE domain-containing HKs 

predicted from the K. nitens and P. patens genomes tended to cluster in the subfamily 2 of plant CKRs 

(Gruhn et al. 2014) whereas K. nitens KniteHK9 and KniteHK48 did not appear to cluster with the two 

previously described subfamilies, thus defining a new subfamily of putative CKRs in Archaeplastida (Figure 

2). The MASE1 domain-containing HK group appeared to be restricted to early diverging land plants (P. 

patens, M. polymorpha, and S. moellendorffii). Finally, this phylogenetic analysis reveals that the CKI1 and 

CKI2 groups are restricted to land plants and that, interestingly, the CKI1 group has likely emerged from 

a structural specialization of AHK1-like ancestors (Figure 2).  
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 In addition to these observations, several interesting advances were provided by the phylogenetic 

analysis. First, the genome of the red alga C. merolae encodes a unique HK (CmeroHK1) that corresponds 

to the Chloroplast Sensor Kinase (CSK) group (Figure 2) (Puthiyaveetil et al. 2008). A nuclear-encoded 

CSK has been first described in A. thaliana. The CSK gene is believed to have originated from the 

cyanobacterial histidine kinase 2 (Hik2). CSK homologs are present in all major lineages of photosynthetic 

eukaryotes but because they lack typical HisKA Pfam domain, these were not included in the present study. 

A unique aspect of CSK evolution is that it occurs as a canonical histidine kinase along with its RR partner 

in non-green algae but in green algae and plants it is a modified histidine kinase having lost the conserved 

histidine residue and its cognate RR partner. As it the case for higher plant ethylene receptors, plant CSK 

has been rewired in evolution to work with a non-response regulator functional partner to link chloroplast 

gene expression with photosynthetic electron transport (Puthiyaveetil and Allen 2009 ; Puthiyaveetil et al. 

2010 ; Puthiyaveetil et al. 2013). Glaucocystophyta CparaHK1 shares high similarity with several 

cyanophytochromes (not shown) and tended to cluster in the tree with Streptophyta phytochromes (Figure 

2). This is in accordance with previous analyses demonstrating that despite the lack of detectable sequence 

similarity, Archaeplastida phytochromes originated from cyanophytochromes (Kooß and Lamparter 2017). 

CparaHK1 was previously shown to act as a phytochrome, detecting light broadly throughout the visible 

spectrum (blue, green, orange, red, and far-red) in contrast to land plant phytochromes that only use the 

ratio of red to far-red light to detect shading by neighboring plants and to control photomorphogenesis 

(Rockwell et al. 2014). Few HKs were found in green algae (e.g. M. pusilla, 3 HKs), including notably a 

single phytochrome (MpusiHK1) (Duanmu et al. 2014), which appears to be distantly related to land plant 

phytochromes (Figure 2). The two other M. pusilla HKs (MpusiHK2 and MpusiHK3) are predicted to have 

multiple transmembrane regions within their N-terminus and therefore correspond to a previously 

undescribed HK group that displays similarity to sequences from the Cryptophyta (G. theta, GthetHK3, 

GthetHK5, GthetHK8, and GthetHK10) (Figure 2).  

 Some HKs from the Archaeplastida sister clades Cryptophyta (G. theta) and Haptophyta (E. 

huxleyi) were also of interest (Figure 2). These included not only G. theta GthetHK6, which clustered with 

the Archaeplastida phytochrome group, and GthetHK2, GthetHK7, and GtethHK9 that harbor a combination 

of PAS/PAC domains (Per-period circadian protein; Arnt-Ah receptor nuclear translocator protein; Sim-

single minded protein) (Möglich et al. 2009) within their N-termini (referred here as Multi-PAS HKs). We 

also detected GthetHK1 and EhuxlHK3 as member of the Hik33/ycf26 group of HKs. These are known to 

participate in the chloroplast TCS (Suzuki et al. 2001 ; Puthiyaveetil and Allen 2009).  

 One important finding was that both K. nitens, a model species representing the early transition 

step from aquatic algae to land plants, and, to a lesser extent, basal Embryophyta species (P. patens, M. 

polymorpha and S. moellendorffii) possessed a broad range of HKs, some of which had features that have 

not been described for land plant HKs. For example, KniteHK26 and KniteHK43 share the same domain 

topology and cluster with the bacteriorhodopsins VcartHK1, VcartHK3, VcartHK4, VcartHK5, and VcartHK6 

from the green alga V. carteri (Kianianmomeni and Hallmann 2014) (Figure 2 and supplemental Figure 

S1). Homologues of these proteins, which are located in the eyespot of Chlamydomonas (another green 
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alga), play a crucial role in the adaptation of behavioral responses in the presence of UV-A light (Kateriya 

et al. 2004; Troein et al. 2011; Luck et al. 2012). Five other HKs, KniteHK15, KniteHK19, KniteHK23, 

KniteHK28, and KniteHK34, possess an N-terminal sensing region that shares domain topology and 

significant similarity with the Light, Oxygen, or Voltage (LOV) domain found in blue-light photoreceptors 

from cyanobacteria and chlorophyta (Figure 2 and supplemental Figure S2) (Crosson et al. 2003; 

Glantz et al. 2016). This similarity suggests that green algae retained this type of light sensing HK protein 

during the first steps of terrestrialization but that it was later lost in land plants and replaced by 

cryptochromes and phototropins, allowing them to perceive and to adapt to UV-A and blue light (Sullivan 

and Deng 2003). Another interesting finding was that KniteHK29, KniteHK44, SmoelHK12, SmoelHK15, 

and PpateHK38 possess an N-terminal sensing region that shares domain topology and significant similarity 

with bacterial NarX nitrate/nitrite sensors (Mascher et al. 2006) (Figure 2 and supplemental Figure 

S3). It is thus possible that such transduction systems were acquired via horizontal gene transfer during 

the evolution of green algae and allowed adaptation to the particular form of nitrogen source offered by 

soils during the terrestrialization process. It is also interesting to note that KniteHK1 and KniteHK2 

correspond to dual HKs, which have hitherto only been reported in fungi and the Amoebozoa (Figure 2) 

(Defosse et al. 2015; Schaap et al. 2016). Finally, it was also surprising to observe, for the first time in 

the green lineage, members belonging to the prominent fungal group X HK (KniteHK20, KniteHK56, and 

KniteHK59) (Figure 2). A previous study suggested that these HKs were also acquired by fungi during the 

land colonization process allowing their adaptation to the particular oxidant conditions imposed by 

terrestrial habitats (Hérivaux et al. 2017).  

Opisthokonta 

 Opisthokonta represent a supergroup of morphologically highly diversified species including 

animals (Metazoa), choanoflagellates, Mesomycetozoa, and fungi. Although some previous studies have 

suggested the presence of HKs in some animals (Zhang et al. 2013; Hughes et al. 2011; Putnam et al. 

2007; Zhou et al. 2013; You et al. 2013; Simakov et al. 2013; Neave et al. 2017; Gulia-Nuss et al. 2016), 

our analysis demonstrated that all metazoan HK candidates (about 150 sequences) found in the NCBI 

database corresponded either to an inappropriate annotation or to contamination by bacterial sequences 

(not shown). Thus, our analysis confirms that animals do not possess any typical eukaryotic HKs. 

 However, HKs appear to occur broadly in the remaining Opisthokonta clades since one predicted 

protein was identified in a representative species of choanoflagellate (Monosiga brevicollis) (King et al. 

2008) and 11 HKs were found in the mesomycetozoan model species Capsaspora owczarzaki (Suga et al. 

2013). We also included HK sequences from 23 broadly distributed species from the kingdom Fungi in this 

phylogenetic analysis (Grigoriev et al. 2014). These included the Basidiomycota species Puccinia graminis 

(Pucciniomycotina) (Duplessis et al. 2011), Ustilago maydis (Ustilaginomycotina) (Kamper et al. 2006), 

and Cryptococcus neoformans (Agaricomycotina) (Loftus et al. 2005); the Ascomycota species Tuber 

melanosporum (Pezizomycetes) (Martin et al. 2010), Arthrobotrys oligospora (Orbiliomycetes) (Yang et al. 

2011), Aspergillus fumigatus (Eurotiomycetes) (Nierman et al. 2005), Usnea florida (Lecanoromycetes), 
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Botrytis cinerea (Leotiomycetes) (Staats and van Kan 2012), Fusarium verticillioides (Sordariomycetes) 

(Cuomo et al. 2007), Xylona heveae (Xylonomycetes) (Gazis et al. 2016),  Candida albicans 

(Saccharomycotina) (Jones et al. 2004), and Taphrina deformans (Taphrinomycotina) (Cisse et al. 2013); 

and the early diverging fungi Rhizophagus irregularis Glomeromycotina) (Tisserant et al. 2013), Mortierella 

elongata (Mortierellomycotina) (Uehling et al. 2017), Umbelopsis ramanniana (Mucoromycotina) (Hérivaux 

et al. 2017), Syncephalis plumigaleata (Zoopagomycotina), Conidiobolus coronatus 

(Entomophthoromycotina) (Chang et al. 2015), Ramicandelaber brevisporus (Kickxellomycotina) (Hérivaux 

et al. 2017), Catenaria anguillulae (Blastocladiomycota) (Mondo et al. 2017), Gonapodya prolifera 

(Chytridiomycota) (Chang et al. 2015), Piromyces finnis (Neocallimastigomycota) (Haitjema et al. 2017), 

Enterocytozoon bieneusi (Microsporidia) (Akiyoshi et al. 2009), Rozella allomyces (Cryptomycota) (James 

et al. 2013). A total of 203 predicted fungal HK proteins was thus included in our analysis (Table 1 and 

supplemental Table S1).  

 The opisthokont phylogenetic analysis allowed the 11 prominent fungal HK groups (I to XI) 

originally categorized by Catlett et al. (2003) to be recovered from the Ascomycota along with the five 

additional groups described by Defosse et al. (2015) (Figure 3). Although the function of most of these 

latter groups remains unknown, some fungal HK groups have been shown to be involved in the regulation 

of various physiological processes (Defosse et al. 2015; Hérivaux et al. 2016).  

 Group I HKs are known to be highly divergent within the group (Catlett et al. 2003). These proteins 

are present in various fungal clades including the Ascomycota and Basidiomycota but also in early diverging 

fungi and appear to have been expanded in the phytopathogenic Ascomycota. A group I HK mutant in the 

rice blast fungus Magnaporthe oryzae (Ascomycota) displayed a slight decline in conidiation and an 

attenuated virulence (Jacob et al. 2014) but there was no apparent altered phenotype for an equivalent 

mutant in C. neoformans (Basidiomycota) (Bahn et al. 2006). Group II fungal HKs are present in the 

Sordariomycetes, the Orbiliomycetes and the Leotiomycetes (Catlett et al. 2003). The function of these 

proteins is unknown. Most available data concerning the roles of fungal HKs were gained from functional 

characterization of proteins belonging to group III. Fungal group III HKs proteins contain a variable number 

of HAMP (Histidine kinases-Adenylate cyclases-Methyl accepting proteins and Phosphatases) domain 

repeats (Aravind and Ponting 1999) within the sensing domain and have been primarily reported to be 

implicated in virulence in human, plant, and insect pathogenic fungi but also in osmosensing, 

morphogenesis, conidiation, and cell wall integrity (Defosse et al. 2015; Hérivaux et al. 2016). Fungal 

group III HKs were only found in terrestrial species (Figure 3) suggesting that these sensing proteins 

were acquired for/during the land colonization process. Group IV fungal HKs were exclusively present in 

the Eurotiomycetes and the Sordariomycetes (Figure 3), where they have been shown to be involved in 

the virulence of Aspergillus fumigatus (Clemons et al. 2002). Group V fungal HKs are large proteins with 

PAS/PAC repeats within the sensing domain. Group V fungal HKs were found in several clades of the 

Ascomycota and Basidiomycota but also in early diverging fungi (Figure 3) and have been shown to be 

implicated in vegetative growth, conidiation, stress adaptation, and virulence in M. oryzae (Jacob et al. 

2014). Group VI HKs appeared to be restricted to the Ascomycota (Figure 3) and are known to mainly 
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act as transmembrane osmosensors by governing the high-osmolarity glycerol (HOG) mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) pathway (Defosse et al. 2015; Hérivaux et al. 2016). The canonical N-terminus of 

these transmembrane proteins includes two hydrophobic helices flanking an osmosensing extracellular 

loop, as found in Archaeplastida AHK1-related HKs (Figure 2). Group VII fungal HKs were present in the 

Ascomycota and Basidimycota clades (Figure 3) but the function of these proteins is unknown. 

Phytochromes (group VIII or Fph) are light-perceiving receptors, broadly represented in nearly all fungal 

clades (Figure 3). These proteins mediate red light sensing in fungi while other types of photoreceptors 

are involved in sensing light of shorter wavelengths (Bayram et al. 2010). Group IX fungal HKs were found 

in several clades of the Ascomycota and Basidiomycota but not in early diverging fungi. Their function is 

unknown. Group X fungal HKs are large proteins with a canonical N-terminus that includes a 

Serine/Threonine Kinase-related (S/TKr) domain and a GAF domain. Like fungal group III HKs, group X 

HKs have been extensively studied and have been shown to govern virulence, morphogenesis, and peroxide 

adaptation (Defosse et al. 2015; Hérivaux et al. 2016). Group X HKs are broadly represented across the 

fungi. The phylogenetic tree indicates that this group is polyphyletic, defining fungal groups X-A, X-B, and 

X-C (Figure 3). Finally, group XI fungal HKs are known to be highly divergent within the group (Catlett et 

al. 2003) and appeared to be broadly spread in the Ascomycota and Basidiomycota but not in early 

diverging fungi (Figure 3). M. oryzae group XI fungal HKs have been shown to be implicated in vegetative 

growth, conidiation, stress adaptation, and virulence (Jacob et al. 2014). 

 Importantly, the phylogenetic tree shed light on additional clusters that allowed us to refine the 

categorization of fungal HKs by defining new fungal HK groups (Figure 3), a process that was recently 

initiated in Defosse et al. (2015) and Hérivaux et al. (2016). These new groups include XII-A in 

Basidiomycota (PgramHK1, CneoTCO2, and CneoTCO4) and XII-B in early diverging fungi (RirreHK2, 

RirreHK3, MelonHK3, and UramaHK3), which correspond to the polyphyletic groups of dual-HKs (Lavín et 

al. 2014). The dual-HK CneoTCO2 in C. neoformans has been shown to be involved in heavy metal and 

antifungal susceptibility as well as in oxidant condition adaptation (Bahn et al. 2006). Group XIII (formerly 

known as IB or CneoTCO5) HKs were found in C. neoformans, T. deformans and R. irregularis whereas 

group XIV, which appeared to be restricted to the Basidiomycota, includes predicted proteins in U. maydis 

and C. neoformans (UmaydHK4, UmaydHK5, and CneoTCO7) (Figure 3). Group XV HKs (MelonHK10 and 

UramaHK9), also referred to as MS-HKI, as well as group XVI HKs (MelonHK11 and MelonHK12), formerly 

called MS-HKII, were exclusively found in the Mucoromycotina (Figure 3) according to previous studies 

(Defosse et al. 2015; Hérivaux et al. 2016). Predicted HK proteins from the Lecanoromycetes (UflorHK3), 

the Orbiliomycetes (AoligHK11), and the Pucciniomycotina (PgramHK4) now define the new group XVII of 

fungal HKs. It is noteworthy that the recently described ethylene receptor homologs in early diverging 

fungi (Hérivaux et al. 2017) tended to cluster into two different groups (groups XVIII-A and XVIII-B) 

(Figure 3) suggesting a polyphyletic origin for these fungal phytohormone sensing proteins. CHASE 

domain-containing HKs (here categorized as group XIX) appeared particularly abundant in early diverging 

fungi (Figure 3) and tended to cluster together suggesting a monophyletic origin for these cytokinin 

receptor homologs. The remaining predicted sequences that do not cluster with the above mentioned HK 
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groups, and which were either found in a single species, were positioned in branches supported by low 

bootstrap values or did not have a common N-terminal domain arrangement, have not been incorporated 

into this refined classification of fungal HKs.  

 Most of the C. owczarzaki (Mesomycetozoa) HKs possessed a sensing region with multiple 

predicted transmembrane helices that could indicate that C. owczarzaki contains few intracellular HKs and 

mostly membrane bound HKs. One of these HKs, CowczHK2, clustered with ethylene receptors (group 

XVIII-A) from early diverging fungi (Figure 3) (Hérivaux et al. 2017). As revealed by an alignment with 

ethylene receptors from plants, green algae, and cyanobacteria, CowczHK2 displays the three predicted 

transmembrane helices and contained all of the conserved, essential residues involved in ethylene 

perception (supplemental Figure S4) (Wang et al. 2006). Another remarkable finding was the 

occurrence of a dual-HK in C. owczarzaki (CowcHK5) because this group of HKs was long believed to be 

restricted to the Basidiomycota within the opisthokonts (Lavín et al. 2014). None of the remaining C. 

owczarzaki HKs displayed significant phylogenetic relationships with other fungal HK groups. They thus 

represent potential founder members of novel Opisthokonta HK groups.  

Amoebozoa 

 More than 2,000 species of amoebozoid protists have been described. These unicellular organisms, 

which often possess pseudopods, are known to behave either as free-living cells in water and soils or as 

parasites of humans and other organisms. We incorporated the predicted HK sequences from four species 

broadly distributed across the phylogenetic tree of the Amoebozoa (Shadwick et al. 2009) into the present 

phylogenetic analysis. These included the 51 recently described Physarum polycephalum HKs (Schaap et 

al. 2016) and the 14 HKs of Dictyostelium discoideum (Eichinger et al. 2005; Sucgang et al. 2011), and 

we annotated 48 and 13 predicted sequences from Acanthamoeba castellanii (Clarke et al. 2013) and 

Polysphondylium pallidum (Heidel et al. 2011), respectively. No HK sequences were found in the genome 

of the obligate human parasite Entamoeba histolytica (Loftus et al. 2005) (Table 1). 

 Although a recent study reported a phylogeny of HKs for P. polycephalum (Schaap et al. 2016), 

little is known about the conservation of these sensing proteins within the various clades of the Amoebozoa. 

We therefore constructed a phylogenetic tree based on an alignment of the 126 predicted HK sequences 

from the four above-mentioned species (Table 1 and supplemental Table S1). To date, very little data 

are available about the function of HKs in Amoebozoa, and what exists is derived from studies on D. 

discoideum (Du et al. 2015). A homologue of D. discoideum DhkA shares a CHASE domain-containing 

sensing domain with plant cytokinin receptors (supplemental Figure S5). However, in D. discoideum 

this domain detects a peptide, SDF-2, which functions both in the regulation of prestalk gene expression 

and in the control of the terminal differentiation of prespore cells (Wang et al. 1996; Wang et al. 1999). 

DhkA was also identified in P. pallidum (PpallHK9), but was not found in two other taxon-group-

representative species (Figure 4). Homologues of D. discoideum DhkB, which regulates spore germination 

and maintenance of spore dormancy (Zinda and Singleton 1998), and DhkC, which is required for the 

initiation of fruiting body formation (Singleton et al. 1998) and also affects chemotaxis (Kuwayama and 
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Kubohara 2016), were also found in P. pallidum (Figure 4). Finally, homologues of D. discoideum DhkF 

and DhkG, for which no functions are known, were identified in P. pallidum, but were absent from the 

genomes of P. polycephalum and A. castellanii (Figure 4). This indicated that some of the D. discoideum 

HKs are likely restricted to the Dictyostelia, with possible roles in their multicellular development to fruiting 

bodies, which does not occur in the other Amoebozoa with sequenced genomes (Schaap 2011).  

 Compared to the explored supergroups, the domain topology of amoebozoan HKs was highly 

diversified and many domains found in plant and fungal HKs, such as PAS, GAF, S/TKrd, were also found 

in the sensing regions of these proteins (Figure 4). Some proteins contained domains that have not been 

described previously in eukaryotic HKs. These included the TyrK (Tyrosine Kinase) domain found in DhkG 

and PpallHK13 and the MeTrc (Methyltransferase, chemotaxis proteins) domain found in PpolyHK19. 

PpolyHK19 is homologous to the prokaryotic CheB/CheR HK, which plays a central role in bacterial 

chemotaxis (Bischoff and Ordal 1992). Interestingly, some P. polycephalum HK proteins contain an Hpt 

domain fused to the C-terminal REC domain (i.e. PpolyHK5, PpolyHK18). To date, this particular feature 

has been observed previously only in facultative aerobic bacteria (notably the oxygen sensing HK ArcB, 

Malpica et al. 2006) and to our knowledge, this hybrid HK structure is unique to Amoebozoa within the 

Eukaryota.  

 We also detected the presence of some amoebozoan HK groups displaying topologies found in 

other eukaryotic supergroups. Two P. polycephalum HK sequences (PpolyHK37 and PpolyHK38) that 

contain an N-terminal GAF domain correspond to light sensing phytochromes (Schaap et al. 2016) (Figure 

4). Most of the amoebozoan Dual HKs cluster with the DhkD branch. Dual HKs were believed to be 

restricted to Basidiomycota, where the function of these large HKs remains obscure. In the future, it will 

be important to understand how these sensing proteins orchestrate their phosphorelay events during 

signalling and how their particular topologies dovetailed the currently accepted canonical TCS (Figure 1). 

The predicted amoebozoan HKs with domain topologies similar to those of fungal group X exhibited marked 

polyphyly whilst the HKs related to fungal group III tended to cluster together in the tree (DhkJ group). 

We also found that PpolyHK39 displays an N-terminal sensing region that shares domain topology and 

significant similarity with K. nitens (terrestrial green algae) KniteHK29 and KniteHK44, and bacterial NarX 

nitrate/nitrite sensors (Figure 4 and supplemental Figure S3) (Mascher et al. 2006). Finally, as 

revealed by alignment with ethylene receptors from plants, green algae, cyanobacteria, and early diverging 

fungi, three A. castellanii HKs (AcastHK27, AcastHK28, and AcastHK35) contained three predicted 

transmembrane helices containing all of the conserved residues required for ethylene perception within 

their N-termini (Figure 4 and supplemental Figure S4) (Wang et al. 2006). Thus, this represents the 

first description of phytohormone receptor homologs in Amoebozoa.  

Exploring the structure and the phylogeny of HK proteins in Apusozoa, 

Excavata, and SAR 

Apusozoa 
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 Apusozoa are unicellular flagellated organisms occurring in soils and aquatic habitats where they 

feed essentially on bacteria. To date, the genome of only one species has been sequenced, namely 

Thecamonas trahens (Russ et al. unpublished). We identified 11 predicted proteins that display the 

canonical HK feature in the T. trahens genome (Table 1 and supplemental Table S1). The structures 

of T. trahens HKs are relatively diverse (Figure 5). Half of these HKs are likely to be located at the 

membrane since multiple transmembrane regions were found within their N-termini. Several domains 

usually associated with HK sensing, such as PAS or GAF, were observed in some T. trahens HKs. Two 

particular structures stood out from the identified series of predicted proteins. These included the topology 

VSP-CYCc-GAF-HisKA-HATPase_c-RE-REC of TtrahHK8 (Figure 5). Whereas the CYCc domain 

(Adenylyl/guanylyl cyclase catalytic) has been found in a small number of eukaryotic HKs (from the 

Archeaplastida and Amoebozoa), VSP (Giardia variant-specific surface protein) domains mediating 

antigenic variation at the surface of G. intestinalis (Gargantini et al. 2016), have not been described 

previously in HKs. Another interesting finding in T. trahens was the occurrence of a bacteriorhodopsin HK, 

i.e. TtrahHK4 (previously observed in the green algae) (Figure 5 and supplemental Figure S1). Thus 

bacteriorhodopsin HKs appear to be used for UVA sensing in several distantly related lineages but sharing 

similar environments: some halophilic prokaryotes (Haloarchaea, in which bacteriorhodopsins were 

originally found) and marine unicellular eukaryotes (green algae and T. trahens). 

Excavata 

 Excavata correspond to unicellular, heterotrophic, and commonly flagellated species. Most are free 

living organisms in the environment, whereas others are commensals, symbionts or parasites of animals. 

Seven and 24 HK sequences were predicted in the genomes of Trichomonas vaginalis (Metamonada) 

(Carlton et al. 2007) and Naegleria gruberi (Discoba) (Fritz-Laylin et al. 2010), respectively, but no HKs 

were found in the genomes of the other representative Excavata species (Spironucleus salmonicida, Giardia 

intestinalis, Leishmania infantum, and Trypanosoma brucei) (Xu et al. 2014; Morrison et al. 2007; Peacock 

et al. 2007; Jackson et al. 2010) (Table 1 and supplemental Table S1).  

 To gain insight into the phylogenetic relationships between T. vaginalis and N. gruberi HKs, the 

domain organization of each protein was investigated and a phylogenetic tree was built using a multiple 

alignment of all the predicted sequences from both species. Based on this analysis and, in particular, 

sequence similarities between HisKA domains and N-terminal sensing regions, four groups of Excavata HK 

are proposed (Figure 6). 

 All seven T. vaginalis HKs are hybrid and tended to cluster together in the phylogenetic tree 

(Excavata group I, Figure 6) independently of the 24 HKs from N. gruberi. Most of the T. vaginalis HKs 

possessed a sensing region with no similarity to known domains but the presence of one or two predicted 

transmembrane helices in some of these proteins could indicate that T. vaginalis contains both intracellular 

and membrane bound HKs (Figure 6). Although the structure of the predicted N. gruberi HK proteins 

seems relatively well conserved at a first glance, the sequences were distributed into 3 major clades 

(Excavata group II, III and IV, Figure 6). Most of these HKs harbor multiple predicted hydrophobic helices 
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indicating that the majority of N. gruberi HKs are transmembrane proteins. Two N. gruberi HKs possessed 

domains that are often associated with the eukaryotic HK sensing region: PAS in NgrubHK23 and GAF in 

NgrubHK11. In contrast, five of the 24 HKs from N. gruberi did not contain any detectable N-terminal 

sensing region, as previously observed in some fungal HKs (Defosse et al. 2015). None of the N. gruberi 

and T. vaginalis predicted HK sequences were found to share any homology with other previously described 

prokaryotic or eukaryotic HK groups. 

SAR 

 The SAR (Stramenopiles, Alveolates, and Rhizaria) is a highly diversified supergroup 

encompassing various unicellular and multicellular algal and planktonic species but also ciliates and 

oomycetes.  

 HKs appear to be broadly represented in Stramenopiles since 1 to 34 predicted proteins were 

identified in pelagophytes (Aureococcus anophagefferens, 2 HKs) (Gobler et al. 2011), diatoms (Fistulifera 

solaris, 34 HKs) (Tanaka et al. 2015), brown algae (Ectocarpus sp., 13 HKs) (Cock et al. 2010; Cormier et 

al. 2017), and oomycetes (Albugo laibachii, 2 HKs) (Kemen et al. 2011). However, the distribution of HKs 

in Alveolata is highly heterogeneous since no HK sequence was detected in the apicomplexan genomes 

(e.g. Plasmodium falciparum, Babesia bovis, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium hominis) (Gardner et al. 

2002; Xu et al. 2004; Brayton et al. 2007; Lorenzi et al. 2016) nor in the Dinophyceae (Symbiodinium 

microadriaticum) (Aranda et al. 2016), whereas a few members were identified in the Chromerida (Vitrella 

brassicaformis, 7 HKs) (Woo et al. 2015) and the Perkinsae (Perkinsus marinus, 3 HKs) (Joseph et al. 

2010). Interestingly, we also observed a marked increase in the number of HK predicted sequences in the 

Alveolata lineage Ciliophora (70 HKs in Tetrahymena thermophila) (Eisen et al. 2006). For Rhizaria, HKs 

were found in the Cercozoa (Plasmodiophora brassicae, 16 HKs) (Schwelm et al. 2015) but were absent 

from a Foraminifera genome (Reticulomyxa filosa) (Glöckner et al. 2014) (Table 1 and supplemental 

Table S1). Although it is well documented that the SAR includes a large number of genetically distant 

species with strongly divergent genomes, which could possibly complicate phylogenomic approaches (Grant 

and Katz 2014), we attempted to provide insight into the evolutionary relationship of HKs in this supergroup 

by carrying out a robust phylogenetic analysis (Figure 7).  

 Surprisingly, T. thermophila HKs tended to cluster in a single clade, consistent with the current 

hypothesis that paramecia have evolved rapidly and independently and therefore differ markedly from 

other Alveolata clades (Eisen et al. 2006; Aury et al. 2006). All except one of the T. thermophila HKs are 

hybrid HKs and most of these harbor multiple predicted hydrophobic helices within the N-terminal sensing 

region that presumably allow these proteins to be anchored to the cell membrane. Most of these proteins 

do not have any known domains in the N-terminal region; exceptions include 12 HKs that have a PAS 

domain (supplemental Table S1) (Figure 7). Despite the large number of T. thermophila HKs, there is 

a limited structural diversity suggesting that T. thermophila HK genes, as previously reported for many 

other kinase families in paramecia, are the result of a rapid gene family expansion process (Bemm et al. 

2009). 
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 Concerning the phylogeny of HKs from the other selected SAR species, we identified a set of 3 HKs 

from the Alveolata group Perkinsae (P. marinus) that tend to cluster together (Figure 7). Among these, 

PmariHK1 has a CYCc domain in its C-terminus. Five out of the 7 Chromerida V. brassicaformis HKs possess 

multiple hydrophobic helices (Figure 7). The genome of this species encodes another hybrid HK structure, 

VbrasHK1, with a domain topology (HisKA-HATPase_C-REC-REC-CYCc) that has never been observed 

previously in the Eukaryota. Thus, as observed in this study for green algae, some Alveolata TCS are 

coupled with adenylyl/guanylyl cyclase activity. 

 In the Rhizaria, most of the HKs found in the representative species P. brassicae (Cercozoa) were 

predicted to be cytoplasmic proteins. Some possess PAS/PAC domains and these tended to cluster within 

two clades in the tree. Interestingly, two Cercozoa HKs are predicted to be transmembrane proteins with 

two hydrophobic helices that border an osmosensing extracellular loop, as found in Archaeplastida AHK1-

related HKs (Figure 2 and Figure 7).  

 In the stramenopiles, the oomycete A. laibachii possesses two HKs that differ drastically from those 

of other SAR clades since their N-termini contain multiple PAS domain repeats and because they display 

an Hpt domain fused to a C-terminal REC domain (Figure 7). We identified similar Multi-PAS HKs in the 

Archaeplastida sister clades Cryptophyta (G. theta) and Haptophyta (E. huxleyi) (Figure 2 and Figure 

7). A. anophagefferens (pelagophyte), F. solaris (diatom) and Ectocarpus sp. (brown alga) share some 

common HK structures including proteins with PAS or GAF domains within their N-terminal sensing domains 

(Figure 7). The Ectocarpus predicted proteins EsiliHK3, EsiliHK7, EsiliHK8, and EsiliHK9 correspond to 

previously described light sensing phytochromes (Rockwell and Lagarias 2017). Further analyses revealed 

some interesting findings concerning the HK genes detected in the genome of the brown alga Ectocarpus 

sp.: (i) six of these genes (EsiliHK3, EsiliHK4, EsiliHK5, EsiliHK10, EsiliHK11 and EsiliHK13, Figure 7) are 

located either within a large, integrated, transcriptionally silent viral genome (Delaroque et al. 2008; Cock 

et al. 2010) similar to Ectocarpus siliculosus virus 1 (ESV-1) (Delaroque et al. 2001) located on 

chromosome 6 or within another inserted viral fragment on scaffold 490, and should therefore be 

considered as viral rather than algal genes, (ii) of the remaining genes, all except EsiliHK6 share one or 

more feaures with viral HK genes including high sequence similarity (EsiliHK1, EsiliHK6, EsiliHK7, EsiliHK8 

and EsiliHK12; 25 to 86% identity), phylogenetic proximity (EsiliHK12 clusters with EsiliHK10 and 

EsiliHK13, and EsiliHK7, EsiliHK8 and EsiliHK9 cluster with EsiliHK3 in Figure 7), and/or only a small 

number (zero or one) of introns (EsiliHK2, EsiliHK7, EsiliHK8, EsiliHK9 and EsiliHK12), suggesting possible 

evolutionary relationships between the viral and algal genes, (iii) the N-terminal sensing regions of two of 

the inserted viral genes, EsiliHK10 and EsiliHK12, encode proteins with typical MASE1 domains (Figure 7) 

that were herein described in early diverging Archaeplastida; (iv) the Ectocarpus sp. genome possesses 

non-hybrid HK genes (e.g. EsiliHK6) (Figure 7) that appear to have a cyanobacterial origin. The most 

interesting finding of the SAR analysis was the identification of HKs displaying a CHASE domain within their 

N-terminus in the brown alga Ectocarpus sp. (EsiliHK2) and the diatom F. solaris (FsolaHK22 to FsolaHK26) 

(Figure 7 and supplemental Figure S5). The CHASE domain is a characteristic feature of plant cytokinin 

receptors. Surprisingly, alignment of four F. solaris HKs (FsolaHK12 to FsolaHK15) with ethylene receptors 
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from plants, green algae, cyanobacteria, Amoebozoa, and early diverging fungi allowed the identification, 

within their N-termini, of three predicted transmembrane helices with all of the conserved residues 

necessary for ethylene perception (Figure 7 and supplemental Figure S4) (Wang et al. 2006). Thus, 

this represents the first description of cytokinin and ethylene receptor homologs in SAR.  

DISCUSSION 

 Significant advances in knowledge concerning the structure, classification and distribution of HKs 

have been made within the past decade in plants, fungi and to a lesser extent in amoebae, but these 

analyses have not been more broadly addressed in Eukaryota. The present study reports for the first time 

a preliminary but global phylogenetic analysis of this prominent family of sensing proteins in all the 

eukaryotic supergroups including Archaeplastida, Opisthokonta, Amoebozoa, Apusozoa, Excavata, and SAR 

(Figure 8). This analysis allowed most of the compiled sequences to be categorised into a previously 

described HK group but we also propose to refine the HK classification for some supergroups, notably the 

Archaeplastida and Opisthokonta. Unfortunately, the large genetic distances between the representative 

species in each supergroup and the limited quantity of genomic resources for some clades have precluded 

the categorization of some highly divergent HKs (notably from the Amoebozoa). Beyond this phylogenetic  

analysis and classification of eukaryotic HKs, our study has revealed several interesting findings: (i) a 

description of some previously overlooked eukaryotic HK groups with predicted putative physiological 

functions; (ii) the observation that some HK groups, previously believed to be restricted to one kingdom 

(plants or fungi), occur in additional supergroups and (iii) the suggestion of evolutionary paths that have 

led to the appearance, transfer, duplication, and loss of HK genes in some phylogenetic lineages.  

HKs in Archaeplastida: unprecedented structures and evolution 

 It is now generally admitted that a common ancestor of the Archaeplastida acquired many genes 

from cyanobacteria through the primary endosymbiotic event that produced their plastids approximately 

1.5 billion years ago (Brodie et al. 2017). Therefore, it has been suggested that the initial pool of HK genes 

were acquired from cyanobacteria (Lacey and Binder 2016). In Archaeplastida, we observed first that 

unicellular aquatic species possess few HK genes (1-7 HKs in Glaucocystophyta, Rhodophyta, and 

Chlorophyta). The number of HKs is significantly greater in the Charophyta lineage (67 HKs in the model 

terrestrial algae) but these genes are less abundant in land plants (54 HKs in the model moss, and 9-16 

in the remaining studied species) (Figure 8). Thus, it could be hypothesized that Archaeplastida algae 

progressively extended and diversified their HK battery prior to the conquest of terrestrial habitats, notably 

acquiring the ability to sense new nutrient sources offered by terrestrial niches (nitrate/nitrite sensor 

homologues in K. nitens, P. patens, and S. moellendorffii) and by developing capacity to respond to various 

constraints related to terrestrial habitats such as oxidant stresses (homologues of fungal group X oxidant 

sensors in K. nitens), osmotic stresses (proteins related to the osmosensor AthalHK1 in K. nitens) or direct 
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sunlight exposure (homologues of bacteriorodopsins and LOV blue-light photoreceptors in K. nitens) 

(Figure 8). CKI2, which is involved in stress-induced stomatal closure (Mira-Rodado et al. 2012), was 

detected from species that have colonized terrestrial habitats. Domain-based phylogenetic analysis 

suggested that CKI1, which directs specification of the endosperm precursor central cell resulting in seeds 

containing an embryo and an endosperm, appeared within the seed-forming flowering plants 

(Angiosperms) (Yuan et al. 2016).  

 An important feature of the diversification of the structure of green algal HKs was the apparition 

of ethylene and cytokinin receptors from the terrestrial alga K. nitens (Figure 8). Both ethylene and 

cytokinin are largely documented as prominent phytohormones essential for land plant developmental 

programs (Zdarska et al. 2015). The apparition of ethylene and cytokinin sensing HKs in large numbers in 

the terrestrial algae (K. nitens) is likely to have played an essential role in progressively shaping the first 

multicellular Archaeplastida for growth and nutrition in various land ecotopes.  

Strengthening the classification of HKs in Opisthokonta 

 For the Opisthokonta, we first confirmed the absence of typical prokaryotic or eukaryotic HKs in 

animals. This is of course an essential prerequisite for approaches aimed at developing antimicrobials that 

target HKs in the context of human disease, for example (Bem et al. 2015; Shor et al. 2015).  

 Fungal HKs were initially categorized into 11 groups (Catlett et al. 2003) and then subsequently 

into 16 groups (Defosse et al. 2015). Our analysis of a large panel of Dikarya (Ascomycota and 

Basidiomycota) and early diverging fungi, indicated that classification of fungal HKs needs to be extended 

because previously undescribed topologies were identified and, consequently, some new groups have been 

proposed.  

 Exploration of the structure of HKs in the mesomycetozoan model species C. owczarzaki revealed 

the unexpected presence of a HK that shared a high degree of similarity with plant ethylene receptors 

(Figure 8). However, we failed to detect any plant cytokinin receptor homologs in this species. 

Importantly, phytohormone receptor homologs (ethylene and cytokinin receptors) were recently found in 

early diverging fungi that are plant root symbionts or endophytes, but also in species that colonize decaying 

plant material. It was thus speculated that these particular sensing proteins have promoted the interaction 

of early diverging fungi with plants leading to the conquest of land by these ancestral fungi (Hérivaux et 

al. 2017). The presence of such phytohormone receptor homologs in the Mesomycetozoa suggests that the 

acquisition of these sensing proteins occurred in a common ancestor of fungi and Mesomycetozoa. In 

cyanobacteria, ethylene receptors are bifunctional sensing proteins that mediate responses to both light 

and ethylene (Lacey and Binder 2016). It would be thus interesting to investigate the precise origin of 

ethylene receptors and their roles in the Mesomycetozoa and early diverging fungi. 

A marked structural diversity in amoebozoan HKs 
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 In contrast to plant and fungal HKs, knowledge about the function and physiological roles of HKs 

in amoebae remains fragmentary. The domain topologies of amoebozoan HKs were found to be highly 

diversified compared to other eukaryotic supergroups, indicating that they are likely to have a broad range 

of biochemical outputs and functions. Phylogenetic distribution provided some clues about the evolutionary 

paths driving the amoebozoan HKs diversity. For example, HKs with N-terminal CHASE domains (DhkA) 

were found exclusively in Dictyostelia, i.e. amoebae that form true multicellular fruiting bodies (sorocarps) 

to produce spores. We also found some domain topologies in the Amoebozoa that had been observed 

previously only in fungi, such as group III HKs, which are reported to act as osmosensors, group X HKs, 

known to mediate oxidant stress adaptation (Defosse et al. 2015) and light-sensing phytochromes (Figure 

8). A similar situation was observed for some domain topologies that had been observed previously only 

in bacteria and plants, such as nitrate/nitrite sensors (Figure 8). Most importantly, we described, for the 

first time, the occurrence of ethylene receptor homologs in the Amoebozoa, especially in the free-living 

amoeba A. castellanii (Figure 8). However, the physiological role of homologs of fungal group III, group 

X, phytochromes, and ethylene receptors remains to be established.  

 Globally, the number of HKs differed sharply between amoebozoan species (Figure 8). The size 

of an organism HKs complement appeared to be inversely related to its level of developmental complexity 

(D. discoideum and P. pallidum versus P. polycephalum) or to its dependency on a host species (the free 

living A. castellanii versus the obligate parasite E. histolytica). However, these trends will need to be 

validated using larger scale phylogenomic analyses when more amoebozoan genomes are available. 

First description of HKs in Apusozoa 

  In this study, we also took the opportunity to advance the description of HKs in Eukaryota by 

investigating the structure and distribution of these proteins in unexplored eukaryotic supergroups. We 

describe here for the first time predicted HK structures for the Apusozoa. The phylogenetic position of this 

clade is still controversial but recent molecular evidence suggests that it is a paraphyletic phylum related 

to the Opisthokonta (Cavalier-Smith et al. 2015). We identified 11 predicted proteins in the T. trahens 

genome that display canonical HK features and these proteins were structurally diversified. Some 

interesting topologies were observed, notably HKs with a VSP (Giardia variant-specific surface protein) 

domain in their N-terminal sensing region and bacteriorhodopsins. However, we have not been able to 

characterise this protein family further due to a lack of additional genomic resources and functional genomic 

data for the Apusozoa, and the lack of similarity of Apusozoa HKs with other bacterial and eukaryotic HK 

sequences. 

HKs are restricted to some clades within the Excavata supergroup 

 Searches of genomic resources for Excavata identified seven and 24 predicted HK sequences in 

the genomes of T. vaginalis (Metamonada) and N. gruberi (Discoba), respectively, but no HKs were found 

in the genomes of other prominent genera from the Excavata (Giardia sp., Leishmania sp., and 
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Trypanosoma sp.). This distribution seems surprising but it is important to highlight the fact that, the 

genetic distance between T. vaginalis and G. intestinalis is large, as that between N. gruberi and other 

species within the Discoba (Grant and Katz 2014). However, it was interesting to note the previously 

unreported occurrence of HKs in two prominent species T. vaginalis (human parasite) and N. gruberi 

(closely related to the human parasite N. fowleri). Three main observations can be highlighted concerning 

the predicted Excavata HKs: (i) Metamonada and Discoba HKs appear to be highly diverged, reflecting the 

large genetic distance between these two major clades of the Excavata; (ii) although a small number of 

the Excavata HKs are likely to act as intracellular sensing proteins, most are predicted to be anchored in 

the cell membrane; and (iii) very few of the Excavata HKs have known domains in their N-termini that 

have been implicated in sensing in other prokaryotic and eukaryotic HKs. Thus, the HK family appears to 

have evolved structurally in a specific manner in the Excavata supergroup. 

First description of cytokinin and ethylene receptor homologs in SAR 

 Finally, we report here the first description of HK structures in the SAR supergroup. The distribution 

of these predicted proteins was highly heterogeneous within the SAR clades and we failed to identify any 

homologues in the genomes of Apicomplexa. Hence, therapeutic developments based on the inhibition of 

HK activity will unfortunately not be useful in combatting malaria, toxoplasmosis or other coccidian 

diseases. The high level of genetic divergence between the genomes of the representative SAR species 

selected for this analysis complicated the phylogenomic approaches and it was not possible to draw any 

general conclusions about the evolutionary relationships of HKs in this supergroup. However, interesting 

findings were made. Notably the presence in the genomes of photosynthetic diatoms and brown algae of 

genes encoding HKs that bear within their N-termini a CHASE domain, the characteristic feature of plant 

cytokinin receptors (Figure 8). In addition, we described here for the first time the occurrence of ethylene 

receptor homologs in photosynthetic diatoms (Figure 8). It is currently admitted that the diatom/brown 

algal lineage underwent an ancient secondary endosymbiosis events involving engulfment of a red alga by 

a stramenopile protist cell (Brodie et al. 2017). It is thus possible that phytohormone-like receptors were 

acquired by some Stramenopiles lineages via this secondary endosymbiosis. This in line with the current 

theory for the acquisition of HKs in eukaryotic lineages which would be based on both the early 

mitochondrial endosymbiosis and the later endosymbiosis involving cyanobacterium-like ancestors that 

gave rise to plastids (Schaller et al. 2011). We also observed indications that brown algal HK gene 

complements may have been enriched by exchanges with large DNA viruses, mediated by insertions of the 

genomes of these viruses into algal genomes. Inserted viral DNA containing HK genes was detected in 

Ectocarpus sp., for example. Moreover, not only did most of the bone fida algal HK genes share a high 

level of similarity with viral genes or cluster with them in phylogenetic trees but they also tended to be 

intron-poor, which is unusual for brown algal genes but is a typical feature of viral genomes. Taken 

together, these observations suggest that both endosymbiotic and other horizontal gene transfer 

mechanisms may have played an important role during the evolutionary history of stramenopile HKs.  



Partie expérimentale – HKs : structure et distribution chez les eucaryotes 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   149 

CONCLUDING REMARKS 

 This study provides a preliminary overview of the structure and distribution of HKs in Eukaryota 

(Figure 8). Whereas HKs had been previously identified in plants, fungi and Amoebozoa, we present here 

the first description of this family of HK proteins in unexplored clades such as Apusozoa, Excavata, and 

SAR. We observed conservation of some HK groups that are putatively involved in crucial physiological 

processes including light perception, hormone sensing, development, and stress adaptation within 

eukaryotic supergroups (Figure 8). We show that data concerning the function of HK groups can be 

combined with robust phylogenetic analysis to decipher the evolutionary history and currently known 

functions of HKs, notably by correlating the presence of specific domain topologies with physiological traits. 

This approach was applied for the Archaeplastida and, to a lesser extent, for the Opisthokonta (mainly 

fungi). Critically, phylogenetic analysis suggested that cytokinin and/or ethylene signaling systems are not 

only found in plants but may also occur in various other eukaryotic (brown algae, diatoms, amoebae, fungi, 

and Mesomycetozoa) (this study and Hérivaux et al. 2017) and prokaryotic (cyanobacteria and eubacteria) 

clades (Lacey and Binder 2016, Wang et al. 2017; Kabbara et al. 2018) where they probably regulate 

cellular processes in a functional context with chemotaxis, developmental processes, and inter-kingdom 

communication.  

 In conclusion, this analysis extends our knowledge of the dissemination and the evolution of TCS 

signaling pathways in eukaryotes. However, it remains essential in the near future to accelerate the 

acquisition of data concerning the functions of eukaryotic HKs, notably for pathogenic fungi, Metamonada 

(T. vaginalis), Discoba (N. gruberi), and oomycetes. This could shed light on their potential as new targets 

for antimicrobial development, as suggested over the past few years for bacteria (Bem et al. 2015). 
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Partie II 

Les histidines kinases :  

caractérisation fonctionnelle 

chez Scedosporium apiospermum  
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1. Introduction générale 

 Comme largement mentionné dans les parties précédentes, les HKs sont des protéines 

« senseurs » capables de capter les signaux externes et qui permettent ainsi à la plupart des micro-

organismes de s’adapter à l’environnement dans lequel ils se développent. Notre hypothèse est que ces 

protéines pourraient jouer un rôle majeur dans l’adaptation de l’espèce fongique S. apiospermum à 

l’environnement pulmonaire très particulier des patients atteints de mucoviscidose. En effet, un mucus 

épais et visqueux ainsi qu’une clairance muco-ciliaire inefficace caractérisent cette pathologie. De plus, une 

hypoxie et un pH acide du mucus bronchique sont également reportés dans ce contexte. 

 Les HKs sont décrites chez une grande variété d’organismes vivants, à l’exception des cellules 

mammifères. Les animaux possèdent bien des structures HKs dans leurs génomes mais ces dernières sont 

très différentes de celles décrites chez les bactéries ou les champignons. Les HKs possèdent toutes le 

même mécanisme d’action qui a pour objectif final de délivrer une réponse cellulaire adaptée. Plus 

précisément, les HKs captent un stimulus via leur extrémité N-terminale. Puis un résidu histidine conservé 

présent dans la H-box de la partie C-terminale de l’HK sera phosphorylé. S’en suit une cascade de 

phosphorylation qui engendrera l’activation ou l’inhibition d’autres effecteurs situés plus en aval de ces 

voies de signalisation (Hérivaux et al., 2016).  

 Malgré un mécanisme d’action similaire, c’est-à-dire l’activité HK en tant que telle de ces senseurs, 

leur implication dans les processus physiologiques du champignon est le plus souvent variable en fonction 

de la classe de l’histidine kinase hybride (HHK) considérée. Les données concernant le rôle des HHKs 

fongiques restant à ce jour limitées chez les champignons pathogènes, c’est pourquoi après avoir identifié 

la présence de gènes codant des HHKs dans le génome de S. apiospermum, nous proposons dans cette 

partie de caractériser la fonction des différentes classes d’HHKs chez notre modèle fongique.  

  



Partie expérimentale – HKs : caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   220 

2. Matériels et méthodes 

2.1. Outils de bio-informatique : identification des gènes codant 
des histidine kinases chez les espèces du genre 
Scedosporium 

2.1.1. Banque de données 

 La recherche des séquences protéiques et nucléotidiques des HHKs a été effectuée chez différentes 

espèces appartenant au genre Scedosporium et dont le génome a été publié : S. apiospermum IHEM 14462 

(Vandeputte et al., 2014, NW_015971811.1), S. apiospermum HDO1 (Morales et al., 2017, 

MVOQ01000001.1), S. aurantiacum WM 09.24 (Pérez-Bercoff et al., 2015, JUDQ01000001.1), S. boydii 

IHEM 23826 (Duvaux et al., 2017, NJFT01000001.1) et S. dehoogii 120008799-01/4 (Shiller et al., 

2017_Unpublished, PGIR01000001.1). 

 Les génomes de ces différentes souches sont disponibles dans la base de données du NCBI 

(National Center for Biotechnology : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

2.1.2. Recherche des séquences protéiques et nucléotidiques 

 La recherche de séquences homologues nucléotidiques et/ou protéiques des HHKs au sein des 

génomes séquencés a été réalisée à l’aide des outils BLAST (Basic Local Alignement Search Tool : 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) proposés par le NCBI.  

 Le génome de S. apiospermum IHEM 14462 a été interrogé contre le génome d’A. fumigatus Af293 

(Nierman et al., 2005, XP_749489.1) et celui de Magnaporthe oryzae 70-15 (Dean et al., 2005, 

XP_003714630.1). Les génomes de toutes les autres espèces appartenant au genre Scedosporium ont été 

interrogés contre le génome de la souche IHEM 14462. 

2.1.3. Prédiction des séquences protéiques 

 Lorsque seules les séquences nucléotidiques étaient disponibles, elles ont été traduites en 

séquences protéiques hypothétiques à l’aide des outils ExPASY – Translate Tool 

(https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna2aa.cgi) et Augustus – Gene Prediction (http://bioinf.uni-

greifswald.de/augustus/). 

2.1.4. Prédiction des domaines protéiques 

 Une fois les séquences protéiques des différentes HHKs identifiées, la prédiction des domaines a 

été réalisée à l’aide des bases de données CDD (Conserved Domain Database : 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/), Pfam (Protein families database : https://pfam.xfam.org/) et du 

logiciel SMART (Simple Modular Architecture Research Tool : http://smart.embl-heidelberg.de/). Les 

domaines transmembranaires ont été identifiés à l’aide du logiciel TMHMM Server v. 2.0 (Transmembrane 

Helix Prediction : http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NW_015971811.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PGIR01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_749489.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NXK4TSPE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003714630.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NXK5BP7R015
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna2aa.cgi
http://bioinf.uni-greifswald.de/augustus/
http://bioinf.uni-greifswald.de/augustus/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/
https://pfam.xfam.org/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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2.1.5. Alignement des séquences 

 Les alignements multiples des séquences génomiques ont été réalisés grâce au logiciel Clustal 

Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

2.2. Matériel biologique 

2.2.1. Matériel fongique 

 La souche sauvage utilisée comme source d’ADN génomique est la souche IHEM 14462 de S. 

apiospermum. Elle a été isolée au CHU de Tours en 1998 à partir d’un crachat d’un patient atteint de 

mucoviscidose. Actuellement, il s’agit de la souche de référence au laboratoire étant la première dont le 

génome a été séquencé, quatre ans auparavant (Vandeputte et al., 2014).  

 La souche parentale utilisée lors de la construction des mutants HHK est identique à la souche 

IHEM 14462, mentionnée précédemment, à la différence que celle-ci a été optimisée pour la recombinaison 

homologue en délétant au préalable le gène ku70 (voir la partie résultats ci-après).  

 L’entretien des souches a été réalisé par repiquages successifs sur milieu PDA supplémenté en 

chloramphénicol 0,5% pour S. apiospermum, de façon à limiter une potentielle croissance bactérienne 

(Annexe I). Pour la souche ku70, en plus du chloramphénicol 0,5%, l’agent de sélection phléomycine 

(Phleo) 20 µg.mL-1 (Invivogen, Toulouse, France) a été ajouté dans le milieu afin de maintenir la pression 

de sélection puisque les mutants ku70 ont été générés à l’aide du marqueur de résistance à la Phleo, 

Shble de Streptococcus hindustanus. Le champignon a été ensuite incubé à 37°C pendant 7 à 9 jours. 

 La majorité des constructions réalisées lors de ces travaux intégrant le gène de résistance à 

l’hygromycine B (HygB) d’Escherichia coli (hph), les repiquages successifs des transformants ont été 

réalisés sur YPDA ou PDA (Annexe I) supplémentés en chloramphénicol 0,5% et en HygB 50 µg.mL-1 

(Invivogen, Toulouse, France). Lorsque le gène de résistance Shble a été intégré aux constructions, les 

transformants ont été repiqués sur des milieux identiques en présence de 20 µg.mL -1 de Phleo à la place 

de l’HygB. Le temps d’incubation à 37°C a été variable en fonction des transformants (de 1 à 4 semaines 

ou plus). 

 Les suspensions de spores des différentes souches ont été conservées en glycérol 20% à -80°C. 

2.2.2. Matériel bactérien 

 Pour les clonages des différentes cassettes moléculaires, la souche bactérienne utilisée a été 

Escherichia coli DH5α. Les bactéries sont conservées à -80°C en dimethyl sulfoxide 7% (DMSO, Alfa Aesar, 

Karlsruhe, Allemagne).  

 L’ensemble des plasmides utilisés dans cette étude contenant le gène AMPR, les bactéries 

transformées ont été ensemencées sur le milieu solide Luria Bertani (LB) supplémenté en ampicilline 100 

µg.mL-1 (EMD Millipore Corp., Guyancourt, France) (Annexe I). Les clones bactériens d’intérêt peuvent 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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être conservés en glycérol 20% à -80°C à partir d’une pré-culture en milieu liquide LB contenant 100 

µg.mL-1 d’ampicilline (16 h, 250 rpm, 37°C) (Annexe I). 

2.3. Extraction et purification des acides nucléiques 

2.3.1. Extraction de l’ADN génomique 

 L’ADN de S. apiospermum a été extrait à partir de cultures liquides en milieu YPD (2 à 4 j, 120 

rpm, 37°C) (Annexe I). Le mycélium obtenu est filtré sur Miracloth (porosité 22 µm) puis broyé à l’azote 

liquide. Le broyat est repris par 5 mL d’un tampon de lyse (Annexe I). 

 L’extraction de l’ADN fongique est réalisée classiquement à l’aide du phénol-chloroforme. Cinq mL 

d’un mélange de phénol:chloroforme:isopropanol (25:24:1) sont ajoutés au broyat lysé. L’ensemble est 

vortexé puis centrifugé (30 min, 4600 rpm, 4°C). Cinq mL de chloroforme:isopropanol (24:1) sont 

additionnés au surnageant. Le mélange est vortexé puis centrifugé de nouveau (30 min, 4600 rpm, 4°C).  

 L’ADN extrait est précipité (30 min, -20°C) en ajoutant 2 volumes d’éthanol absolu (Fisher 

Scientific, New Hampshire, USA) au surnageant. Après centrifugation (1 h, 4600 rpm, 4°C), le culot d’ADN 

est lavé avec 500 µL d’éthanol 70%. Une fois le culot séché, ce dernier est repris dans 500  µL de Tris-

EDTA 1X (TE 1X) (Annexe I) auxquels 1 µL de RNase A (Thermo Fischer Scientific, Illkirch, France) à 100 

mg.mL-1 est ajouté. Après incubation 1 h à 37°C, 1 volume d’isopropanol (Fisher Scientific, Illkirch, France, 

USA) est ajouté pour précipiter de nouveau l’ADN. Après évaporation totale de la partie alcoolique, le 

précipité d’ADN obtenu est repris dans du tampon TE 1X puis conservé à 4°C.  

2.3.2. Extraction de l’ADN plasmidique 

a) Minipréparation de l’ADN plasmidique 

 L’extraction d’ADN plasmidique a été réalisée par lyse alcaline de clones recombinants 

d’Escherichia coli. Les colonies transformées sont tout d’abord mises en culture dans 3 mL de milieu liquide 

LB contenant 100 µg.mL-1 d’ampicilline (16 h, 250 rpm, 37°C). Le culot bactérien est récupéré par 

centrifugation (5 min, 4600 rpm, 4°C) puis repris dans 200 µL d’une solution de resuspension  (Annexe 

I). Deux cents µL d’un tampon de lyse sont mis au contact des cellules bactériennes (1 min) (Annexe I). 

Le lysat est ensuite neutralisé (Annexe I). Après élimination des débris bactériens par centrifugation (15 

min, 4600 rpm, 4°C), l’ADN plasmidique est précipité en ajoutant 2 volumes d’éthanol absolu (Fisher 

Scientific, Illkirch, France) puis incubé 15 min à -20°C. Le culot d’ADN récupéré après centrifugation (15 

min, 15000 rpm, 4°C) est lavé à l’éthanol 70%. Une fois séché, le culot est repris dans 50 µL de TE 1X, 

puis stocké à -20°C. 

b) Maxipréparation de l’ADN plasmidique 

 Le protocole de transgénèse de S. apiospermum nécessitant plusieurs µg d’ADN transformant, les 

cassettes validées par digestions enzymatiques ont été amplifiées puis purifiées selon une méthode de 

maxipréparation. Une pré-culture de 100 mL en milieu LB additionné d’ampicilline 100 µg.mL-1 (16 h, 250 
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rpm, 37°C) du clone bactérien transformant est réalisée. La pré-culture a été traitée à l’aide du coffret 

NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne), selon les recommandations du fabricant.  

2.4. Purification des acides nucléiques à partir d’un gel 

 Les fragments d’ADN séparés par électrophorèse sur gel d’agarose classique ont été purifiés à 

l’aide du coffret Nucleospin® Gel et PCR Clean-Up (Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) selon les 

recommandations du fabricant. 

2.5. Analyse des acides nucléiques 

2.5.1. Electrophorèse de l’ADN 

 La qualité et la taille des fragments d’ADN, en mélange avec du tampon de charge Gel Loading 

Dye Purple 6X (New England BioLabs, Evry, France) sont appréciées après migration sur gel d’agarose 

0,8% à 1% en tampon Tris-Acétate EDTA 0,5X (TAE 0,5X, Tris-acétate, 20mM ; acide acétique, 0,6 g.L-1 ; 

EDTA, 0,5mM) en utilisant le Midori Green 1% (Advance DNA strain, Nippon Genetics Europe, Dueren, 

Allemagne) comme agent intercalant de l’ADN. Après migration en tampon TAE 0,5X (35 min, 110 V), 

l’ADN est révélé sous rayonnement UV (λ = 254 nm) à l’aide d’une table fluorescente Combi-Light (Vilber 

Lourmat, Marne-La-Vallée, France). La taille des ADNs extraits est évaluée grâce au marqueur de taille 

Quick-Load Purple 2-Log (100 µg.mL-1, New England BioLabs, Evry, France). 

2.5.2. Quantification de l’ADN 

 L’ADN a été quantifié au fluorimètre Qubit® 2.0 (Invitrogen, Illkirch, France) en diluant (volume 

final de 200 µL) 2 µL d’échantillon dans la solution de travail préparée selon les recommandations du 

fournisseur (QubitTM dsDNA BR Buffer, Invitrogen, Illkirch, France), qui réagissent avec un composé 

fluorescent (Fluo QubitTM dsDNA BR Reagent 200X, Invitrogen, Illkirch, France) qui forme un complexe 

avec les acides nucléiques. La calibration préalable du fluorimètre à l’aide du kit Quant-iTTM dsDNA Broad-

range Assay (Invitrogen, Illkirch, France) permet d’apprécier la quantité de complexe formé.  

2.5.3. Digestion par des endonucléases de restriction 

 L’ADN plasmidique a été digéré dans un volume final de 20 ou 50 µL, en présence d’une unité 

d’endonucléases (New England BioLabs, Evry, France) pour 1 µg d’ADN, dans une concentration 1X du 

tampon adéquat fourni par le fabricant. L’ADN plasmidique est digéré pendant 4 h alors que l’ADN 

génomique est digéré sur la nuit. Les digestions sont incubées à la température optimale indiquée par le 

fournisseur, en fonction des endonucléases utilisées. 

2.5.4. Précipitation de l’ADN 

 L’ADN plasmidique a été précipité dans un mélange Na-Acétate 3M pH5,2 (1/10ème du volume) et 

éthanol absolu (2 volumes). L’ensemble est centrifugé (15 min, 15000 rpm, 4°C) après 15 min d’incubation  
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à -20°C. Le culot est lavé à l’éthanol 70% après élimination du surnageant, puis séché et resuspendu en 

tampon TE 1X avant d’être conservé à 4°C. 

2.6. PCR conventionnelle 

 L’amplification de l’ADN a été réalisée par la réaction de polymérisation en chaîne (PCR) à l’aide 

du kit GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, Charbonnières, France). Selon les recommandations 

du fournisseur, pour un volume final de 50 µL, le mélange réactionnel se compose de 1X de tampon 5X 

Colorless GoTaq® Flexi, 2,5mM de MgCl2 25mM, 0,2mM de dNTP 10mM (Biotechrabbit, Berlin, Allemagne), 

1µM d’oligonucléotides 10mM (Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgique) sens et antisens délimitant 

la séquence à amplifier, 1,25 unités de GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase 5 u/µL et moins de 0,5 µg d’ADN. 

 La réaction de PCR, réalisée à l’aide du thermocyleur Personnel GeneQ TC 24 Bioer (Dominique 

Dutsher, Brumath, France), débute par une étape initiale de dénaturation (2 min, 95°C). Puis une série de 

30 cycles permet l’amplification de l’ADN : une phase de dénaturation (30 sec, 95°C), une phase 

d’hybridation (30 sec à la température optimale des oligonucléotides utilisés), et enfin une  phase 

d’élongation (1 min/kb, 72°C). La réaction se termine par une étape finale d’élongation (5 min, 72°C). 

2.7. Constructions moléculaires 

2.7.1. Clonage dans le pGEM®-T Easy 

 La stratégie de type TA-cloning est utilisée pour l’insertion d’un ADN dans le vecteur pGEM®-T Easy 

(Promega, Charbonnières, France). Lors de l’amplification de l’ADN, la Taq DNA polymérase ajoute une 

base azotée adénosine supplémentaire à l’extrémité 5’ des fragments amplifiés grâce à son activité 

déoxynucléotidyl terminale transférase. Le vecteur pGEM®-T Easy linéaire possède une thymine 

supplémentaire à son extrémité 3’. Il s’opère donc une hybridation thymine/adénine entre le vecteur et 

l’ADN.  

 A l’aide du kit pGEM®-T Easy Vector System II (Promega, Charbonnières, France) et selon les 

recommandations du fournisseur, la réaction de ligature a été réalisée dans un volume réactionnel final de 

10 µL qui se compose de 5 µL de 2X Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase, de 1 µL (soit 50 ng) de pGEM®-

T Easy Vector et de 1 µL de T4 DNA Ligase (3 Weiss units/µL). La quantité de produit de PCR ajoutée au 

mélange réactionnel est généralement optimisée de manière à respecter un ratio insert/vecteur de 3:1. Le 

mélange est incubé 1 h à température ambiante ou la nuit à 4°C. 

2.7.2. Clonage dans les autres vecteurs 

 Les fragments obtenus par PCR ont été insérés dans un plasmide (pPV189, pAN7-1 (Punt et al., 

1987), pAN8-1 (Mattern et al., 1988), pBlueScript II KS+ (pKS, Addgene, Teddington, Grande-Bretagne)) 

suite à une étape de ligature. Le mélange réactionnel s’effectue dans un volume final de 20 µL et se 

compose de 2 µL de tampon T4 DNA Ligase Buffer 10X (New England Biolabs, Evry, France) et de 1 µL de 

T4 DNA Ligase (New England Biolabs, Evry, France). Selon les recommandations du fournisseur, les  
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Figure 32. Principe de la construction d’une cassette d’invalidation par PCR fusion, 

d’après Yu et al. (2004). 

La PCR fusion permet la production d’une cassette d’invalidation suite à trois étapes successives de PCR. La première 

étape correspond à une PCR d’amplification classique des régions 5’RF et 3’RF d’un gène cible et d’un marqueur. Les 

amorces A2 et A5 ajoutent une « queue libre » d’une trentaine de nucléotides correspondant à la séquence du 

marqueur. Les amorces A3 et A4 ajoutent une « queue libre » d’une trentaine de nucléotides correspondant aux 

séquences 5’RF et 3’RF, respectivement. La seconde étape de PCR qualifié « d’intermédiaire » correspond à 

l’amplification des fragments chimériques obtenus à l’étape précédente. Cette étape ne nécessite pas d’amorces. Ce 

sont les extensions chimériques qui remplacent les amorces. La troisième étape de PCR correspondant à la fusion de 

l’ensemble des fragments obtenus à l’étape précédente est réalisée en présence du couple d’amorces A1/A6 utilisés 

initialement. Cette étape peut également être  réalisée en présence du couple d’amorces A7/A8 qui correspond aux 

amorces « nested ». Le couple d’amorces « nested » se situent après un résidu thymine dans la séquence génomique 

du gène cible dans le but de limiter l’addition de résidus adénines à l’extrémité 3’ par la polymérase. La cassette 

d’invalidation du gène cible est ainsi obtenue.    

A. Hérivaux©2018 
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quantités de vecteur et d’insert ajoutées sont calculées à l’aide du logiciel NEBioCalculator (New England 

Biolabs, Evry, France), afin de respecter le ratio molaire insert/vecteur 3:1, tout en tenant compte de la 

taille des deux fragments qui sont mis en contact. Le mélange est incubé sur la nuit à 16°C. 

2.7.3. PCR fusion 

 La PCR fusion s’est déroulée selon 3 étapes d’amplification, comme schématisé sur la Figure 32 

(Yu et al., 2004).  

a) Amplification individuelle des fragments d’ADN 

 La première étape consiste à amplifier les différents fragments d’ADN individuellement. 

L’amplification est réalisée par PCR à l’aide du kit Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs, 

Evry, France). Selon les recommandations du fournisseur, pour un volume final de 50 µL, le mélange 

réactionnel se compose de 10 µL de tampon 5X Q5® Reaction Buffer, 0,5 µL de dNTP 10mM (Biotechrabbit, 

Berlin, Allemagne), 2,5 µL d’oligonucléotides 10µM (Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgique) sens 

et antisens délimitant la séquence à amplifier, 0,5 µL de Q5® High-Fidelity DNA Polymerase, plus ou moins 

10 µL de 5X Q5® High GC Enhancer et une quantité variable d’ADN (1 ng à 1 µg s’il s’agit d’ADN génomique, 

1 pg à 1 ng s’il s’agit d’ADN plasmidique). 

 La réaction de PCR, réalisée à l’aide du thermocyleur Personnel GeneQ TC 24 Bioer (Dominique 

Dutsher, Brumath, France), débute par une étape initiale de dénaturation (30 sec, 98°C). Puis une série 

de 35 cycles permet l’amplification de l’ADN : une phase de dénaturation (5 à 10 sec, 98°C), une phase 

d’hybridation (30 sec à la température optimale des oligonucléotides utilisés), et enfin une phase 

d’élongation (20 à 30 sec/kb, 72°C). La réaction se termine par une étape finale d’élongation (2  min, 

72°C). 

b) Fusion des différents fragments 

 La seconde étape consiste à réaliser une autre amplification en présence des fragments obtenus 

lors de la première étape. Par homologie des séquences, les différents fragments seront assemblés. Le 

protocole utilisé pour cette amplification a été adapté par Yu et al. (2004). L’enzyme utilisée reste celle du 

kit Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs, Evry, France). D’après Yu et al., pour un 

volume final de 25 µL, le mélange réactionnel se compose de 2,5 µL de tampon 10X Q5® Reaction Buffer, 

2 µL de dNTP 2,5mM chacun (Biotechrabbit, Berlin, Allemagne), les PCR qui correspondent aux fragments 

extérieurs 5’ et 3’ et la PCR centrale sont ajoutées de façon à respecter le ratio 1:3:1 et 0,25 µL de Q5® 

High-Fidelity DNA Polymerase. Aucune amorce n’est ajoutée afin que l’hybridation des fragments 

chimériques soit favorisée. 

 La réaction de PCR, réalisée à l’aide du thermocyleur Personnel GeneQ TC 24 Bioer (Dominique 

Dutsher, Brumath, France), débute par une étape initiale de dénaturation (2 min, 94°C). Puis une série de 

10 à 15 cycles permet la fusion des fragments : une phase de dénaturation (30 sec, 94°C), une phase 
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d’hybridation (10 min, 58°C), et enfin une phase d’élongation (5 min, 72°C). La réaction se termine par 

une étape finale d’élongation (10 min, 72°C). 

c) Amplification du produit de fusion (Nested-PCR) 

 La dernière étape permet d’amplifier les produits de la fusion (Yu et al., 2004). L’enzyme utilisée 

est toujours celle du kit Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs, Evry, France). La 

composition du mélange réactionnel ainsi que les conditions de PCR suivent les recommandations du 

fournisseur, telles que décrites lors de la première amplification (cf Partie II, 2.7.3.a. Amplification 

individuelle des fragments d’ADN). 

2.8. Transformations génétiques de micro-organismes 

2.8.1. Transformation bactérienne 

 Des aliquots de bactéries thermo-compétentes ont tout d’abord été préparés en vue de la 

transformation par choc thermique. La souche bactérienne E. coli DH5α est repiquée sur gélose LB (16 h, 

37°C). Une colonie est inoculée dans 25 mL de SOC (SOB ; glucose, 2%) puis incubée (250 rpm, 37°C) 

jusqu’à atteindre une DO600 de 0,8 (Annexe I). Quatorze mL de cette culture en SOC sont prélevés et 

incubés sous agitation lente (120 rpm, 18°C) avec 500 mL de Super Optimal Broth (SOB) jusqu’à obtenir 

une DO600 de 0,5 à 0,6 (Annexe I). Le culot bactérien est récupéré par centrifugation (15 min, 5500 rpm, 

4°C) puis repris dans 160 mL de PIPES pH6,7 (PIPES, 10mM ; CaCl2, 15mM ; KCl, 250mM ; MnCl2, 55mM) 

(Annexe I). La suspension est incubée 10 min dans la glace puis centrifugée (10 min, 4400 rpm, 4°C). 

Le culot bactérien est lavé par 40 mL de tampon PIPES pH6,7 et incubé 10 min dans la glace. Du DMSO 

pur (7% final) est ajouté à la suspension permettant la conservation des bactéries compétentes, 

échantillonnées par 600 µL et conservées à -80°C. 

 Pour réaliser la transformation, les produits de ligature sont mis en contact avec 150 µL de 

bactéries compétentes. Après 30 min dans la glace, un choc thermique est réalisé en plaçant les bactéries 

5 min à 37°C. Un mL de LB est ajouté puis les bactéries sont incubées 1 h à 37°C. Le culot bactérien est 

récupéré après centrifugation (5 min, 4000 rpm). L’excès de surnageant est éliminé et le culot bactérien 

est resuspendu dans 100 µL de LB puis ensemencé sur gélose LB supplémentée de 100 µg.mL -1 

d’ampicilline. 

 Lorsque les clonages ont été réalisés dans les vecteurs pGEM®-T Easy (Promega, Charbonnières, 

France) ou pKS (Addgene, Teddington, Grande-Bretagne), les bactéries recombinantes ont été 

sélectionnées sur milieu LB solide/ampicilline (100 mg.mL-1) contenant 1mM final d’isopropyl-

thiogalactopyranoside (IPTG) et 50 µg.mL-1 de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-galactopyranoside (X-Gal) 

selon le classique test « blanc / bleu ». 
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2.8.2. Transformation génétique de S. apiospermum 

 Des cultures en milieu solide PDA ou YPDA supplémenté en chloramphénicol 0,5% pour la souche 

IHEM 14462 et contenant également 20 µg.mL-1 de Phleo pour la ku70 sont incubées 9 j à 37°C. Les 

spores sont récupérées par filtration sur Miracloth (porosité 22 µm) et lavées successivement en tampon 

TE 1X (5 min, 4600 rpm). Après dénombrement à la cellule de Malassez, 4 fioles d’Erlenmeyer contenant 

200 mL d’YPD liquide sont inoculées par 6.107 spores de la souche à transformer et incubées au moins 24 

h (120 rpm, 37°C). Dans l’optique de la transgénèse, au minimum 5 µg d’ADN plasmidique transformant 

sont en parallèle linéarisés par digestion toute la nuit.  

 Les tubes germinatifs obtenus sont filtrés sur Miracloth (porosité 22 µM) puis incubés (3h30, 120 

rpm, 37°C) en présence de 80 mL d’OM/glucanex (Annexe I), préparé extemporanément, de façon à 

lyser les polysaccharides de la paroi fongique, et ainsi récupérer les protoplastes sur lesquels s’effectuera 

la transformation fongique (Turgeon et al., 2010 ; Liu et Friesen, 2012). La solution de protoplastes est 

répartie dans 4 tubes Falcons dans lesquels 20 mL de solution ST (Annexe I), maintenue dans la glace, 

sont ajoutés délicatement. Après centrifugation (20 min, 2000 rpm, 4°C), les protoplastes situés à 

l’interface de l’OM/glucanex et du ST sont prélevés, filtrés sur membrane en nylon (porosité 100 µm) puis 

lavés trois fois successivement en STC (Annexe I) maintenu dans la glace (20 min, 2000 rpm, 4°C). Un 

dénombrement en cellule de Malassez est réalisé et la solution de protoplastes est ajustée à 1.108 

protoplastes.mL-1. 

 L’ADN transformant digéré est mis en contact avec 100 µL de la solution finale de protoplastes et 

placé 5 min sur la glace. Les étapes suivantes favorisent l’intégration de l’ADN transformant à l’intérieur 

des protoplastes par fragilisation de la paroi de ces derniers. Deux fois 200 µL de PTC (Annexe I), préparés 

extemporanément, sont ajoutés dans les tubes contenant l’ADN et les protoplastes, puis placés 5 min sur 

la glace. Un choc thermique est appliqué en ajoutant 800 µL de PTC à température ambiante pendant 5 

min. Le choc thermique et le PTC composé de glycérol et d’ions calcium favorisent l’adhésion de l’ADN aux 

protoplastes et la fragilisation de la paroi des cellules fongiques, respectivement. Enfin, 675 µL de STC, 

pendant 5 min à température ambiante, sont ajoutés. 

 Les protoplastes sont ensuite incorporés (500 µL) à 20 mL de Molten agar en surfusion (Annexe 

I). Les boîtes de Pétri sont incubées à 37°C pendant au moins 16 h pour que les protoplastes puissent se 

régénérer. Dix mL de Molten agar contenant 50 µg.mL-1 d’HygB sont ajoutés en surcouche permettant ainsi 

la sélection des protoplastes transformés avec le marqueur hph. Les milieux de culture sont incubés environ 

4 j à 37°C. 

  En parallèle, un témoin de viabilité et un témoin négatif sont réalisés. Aucun de ces témoins ne 

contient d’ADN transformant. Le témoin de viabilité permet de s’assurer que les protoplastes que nous 

avons traités étaient viables. C’est pourquoi l’HygB n’est pas ajouté dans la surcouche. Concernant le 

témoin négatif, l’HygB est ajoutée à la surcouche puisque le but ici est de s’assurer que les protoplastes 

préparés étaient bien naturellement sensibles à cette molécule et donc ne puissent pas se développer en 

présence de cet agent de sélection.  
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Figure 33. Schématisation du montage permettant le transfert neutre de l’ADN lors du Southern blot.  

Le montage « sandwich » permettant le transfert neutre de l’ADN pendant la nuit est le suivant : une feuille de papier 

WhatmanTM qui trempe dans du tampon SSC 20X, le gel d’agarose, la membrane en nylon, trois feuilles de papier 

WhatmanTM, du papier absorbant. L’ensemble est placé entre deux plaques en verre. Afin de presser le montage et de 

permettre au SSC 20X de monter par capillarité, un poids est déposé au-dessus du montage.   

A. Hérivaux©2018 
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2.9. Caractérisation moléculaire des transformants par Southern 

blot 

 Suite à la transformation fongique, les clones transformants sont tout d’abord repiqués sur gélose 

PDA ou YPDA additionnée d’HygB (50 µg.mL-1), afin de maintenir la pression de sélection, et incubés à 

37°C (temps d’incubation variable en fonction des transformants). Avant d’extraire l’ADN du champignon, 

un isolement monospore est réalisé, puisqu’en effet les protoplastes peuvent contenir plusieurs noyaux qui 

n’ont pas tous nécessairement intégrés la cassette. On tente donc d’obtenir au moins une spore bien isolée 

sur milieu gélosé contenant la drogue de sélection pour s’assurer que la cassette de transformation est 

présente. Alors l’ADN de la monospore est extrait (cf Partie II, 2.3. Extraction et purification des 

acides nucléiques). 

 Les ADN extraits des souches sont digérés sur la nuit (au minimum 5 µg dans un volume final de 

50 µL). En parallèle, la sonde d’hybridation est préparée puis diluée au 1/1000ème en tampon TE 1X.  

 Les ADN digérés sont précipités, resuspendus dans 16 µL de tampon TE 1X et mélangés à du 

tampon de charge Gel Loading Dye Purple 6X (New England BioLabs, Evry, France) pour migration sur gel 

d’agarose 1% en tampon TAE 0,5X en utilisant le bromure d’éthidium (solution à 10 mg.mL-1 ; Bio-Rad, 

Marnes-La-Coquette, France) comme agent intercalant de l’ADN. Après migration en TAE 0,5X (300 min, 

80 V), le profil de migration des ADN est révélé sous rayonnement UV (λ = 302 nm) à l’aide d’une table 

fluorescente Combi-Light (Vilber Lourmat, Marne-La-Vallée, France). On procède ensuite au transfert 

neutre des ADN en recouvrant le gel d’une solution de transfert 1 (Annexe I) (25 min, température 

ambiante, sous agitation douce). Après deux rinçages successifs à l’eau distillée, le gel est recouvert d’une 

solution de transfert 2 (Annexe I) (30 min, température ambiante, sous agitation douce). Puis le gel est 

recouvert d’une solution de transfert 3 (Annexe I) (25 min, température ambiante, sous agitation douce) 

suite à deux rinçages successifs en eau distillée. Enfin, le gel est rincé à l’identique en eau distillée avant 

de déposer à sa surface une membrane de nylon Amersham HybondTM-N+ (GE Healthcare Life Sciences, 

Velizy-Villacoublay, France). Le transfert de l’ADN du gel vers la membrane s’effectue sur la nuit par 

capillarité à l’aide de papier WhatmanTM (GE Healthcare Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France) en 

tampon SSC 20X (Annexe I) (Figure 33). 

 Après 16 h de transfert, la membrane sur laquelle l’ADN a été transféré est traitée 3 min sous UVs 

pour permettre la fixation irréversible des ADNs sur cette membrane. La membrane est rincée deux fois 

avec une solution extemporanée de SSC 2X (Annexe I) puis stockée à 4°C jusqu’à l’étape d’hybridation. 

En parallèle, la sonde d’hybridation (500 ng dans un volume final de 18 µL) est marquée à la phosphatase 

alcaline à l’aide du kit AmershamTM AlkPhos Direct Labelling Module and Detection System (GE Healthcare 

Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France) selon les recommandations du fabricant. En parallèle, la 

membrane et la solution d’hybridation (Annexe I) préchauffée à 55°C sont mises en contact et pré-

incubées dans le four à hybridation (au moins 15 min, 60 rpm, 55°C). La sonde marquée est ajoutée dans 

le tube d’hybridation. L’ensemble est incubé au moins 16 h (60 rpm, 55°C).  
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Tableau III. Essais de sensibilité de S. apiospermum IHEM 14462 à différents marqueurs de sélection. 

 

AAA : Alpha-Amino-Adipate ; DMF : Di-Méthyl Formamide ; DMSO : Di-Méthyl Sulfoxyde ; 5-FAA : Acide 5-Fluoro-

Anthranilique ; 5-FOA : Acide 5-Fluoro-Orotique ; PDA : Potato Dextrose Agar ; 4-PFP : 4-Para-Fluoro-Phénylalanine ; 

YCB : Yeast Carbon Base ; YNBD : Yeast Nitrogen Base Dextrose ; YPDA : Yeast Peptone Dextrose Agar. 

  

Marqueurs de sélection 

Antimétabolites 

Molécule Solubilité Forme Solution stock Milieu Concentrations testées 

AAA - Poudre - YCB 2 mg.mL-1 

5-FAA  

(+ tryptophane) 

Ethanol absolu  

(NaOH 0,2M) 
Poudre 

100 mg.mL-1  

(50 mg.mL-1) 
YNBD 

250 et 500 µg.mL-1  

(+ 0,5 et 1 mg.mL-1) 

5-FOA  

(+ uracile + uridine) 
- Poudre - YNBD 

250 et 500 µg.mL-1  

(+ 250 et 500 µg.mL-1) 

4-PFP  

(+ tyrosine) 
- Poudre - YNBD 

1 et 3 mg.mL-1  

(+ 0,4 et 1 mg.mL-1) 

Marqueurs de résistance 

Molécule Solubilité Forme Solution stock Milieu Concentrations testées 

Acide mycophénolique Ethanol absolu Solution 10 mg.mL-1 PDA 50; 100; 150; 200 µg.mL-1 

Blasticidine S Eau distillée Solution 10 mg.mL-1 PDA 50 et 200 µg.mL-1 

Carboxine Ethanol absolu Poudre 10 mg.mL-1 PDA 30; 50; 100 et 125 µg.mL-1 

Généticine Eau distillée Poudre 100 mg.mL-1 PDA 25 et 50 µg.mL-1 

Glufosinate Eau distillée Poudre 100 mg.mL-1 PDA 100 et 500 µg.mL-1 

Hygromycine B Eau distillée Poudre 100 mg.mL-1 PDA 25 et 50 µg.mL-1 

Nourséothricine Eau distillée Poudre 200 mg.mL-1 PDA 25; 50; 75 et 100 µg.mL-1 

Phléomycine Eau distillée Poudre 20 mg.mL-1 PDA 50; 100 et 150 µg.mL-1 

Puromycine Eau distillée Poudre 10 mg.mL-1 PDA 50 et 200 µg.mL-1 

Sulfonylurée DMF Poudre 100 mg.mL-1 YNBD 5; 50; 100 et 125 µg.mL-1 
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 Deux lavages successifs de la membrane sont effectués en tampon de lavage primaire 1X (Annexe 

I) (10 min, sous agitation douce, 55°C) puis deux lavages en tampon de lavage secondaire 1X (Annexe 

I) (5 min, sous agitation douce, température ambiante). L’agent de détection CDP-Star® detection reagent 

AmershamTM (GE Healthcare Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France) est déposé à la surface de la 

membrane (5 mL) et incubé 2 à 5 min à température ambiante. La détection des ADNs à la surface de la 

membrane est finalement réalisée en chemiluminescence à l’aide de l’ImageQuant LAS 4000 (GE 

Healthcare Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France). 

2.10. Recyclage du marqueur de sélection 

 Une fois les souches mutées caractérisées par Southern blot, l’objectif suivant consistait à 

complémenter cette souche en réintroduisant un allèle sauvage dans son génome. Théoriquement, un 

second marqueur de sélection est donc nécessaire pour cette nouvelle étape de transgénèse. S. 

apiospermum étant connu pour sa faible sensibilité à de nombreuses drogues, il est préférable d’envisager 

d’utiliser un système d’excision du marqueur de sélection. Ce système permet alors de réutiliser le 

marqueur de sélection qui a servi à l’obtention de la souche mutée. Chez S. apiospermum IHEM 14462, 

nous avons développé le système recombinase qui contient la flippase FLP/FRT (Cf Analyse 

bibliographique, 4. Outils moléculaires). 

 L’expression de la flippase étant sous le contrôle du promoteur inductible au xylose PPcXYL de P. 

chrysogenum, l’induction de la recombinase est réalisée en milieu minimum YNB liquide auquel 1% de 

xylose est additionné et constitue l’unique source de carbone du milieu. Le milieu d’induction est tamponné 

à pH7 (tampon phosphate). 

 Après filtration sur Miracloth (porosité 22 µm), les spores sont dénombrées en tampon TE 1X puis 

ajustées à 2.106 spores.mL-1. Cent µL de cette suspension sont déposés dans 20 mL de milieu d’induction. 

La solution de spores est incubée sous agitation (120 rpm, 37°C) pendant 1 à 4 j. Cent µL du milieu de 

culture sont alors ensemencés sur une gélose YPDA, de façon à obtenir des spores isolées, puis la gélose 

est incubée à 37°C pendant 1 semaine. 

 Le matériel fongique est ensuite repiqué sur gélose YPDA contenant ou non 50 µg.mL-1 d’HygB. Si 

le gène de résistance hph qui est utilisé comme marqueur de sélection a été excisé, le champignon ne 

poussera pas en présence de la drogue. 

2.11. Tests de sensibilité aux drogues 

2.11.1. Test en gouttes – Sensibilité des spores 

 Les drogues de sélection, en solutions ou en poudres, sont ajoutées extemporanément à 20 mL 

de gélose en surfusion (Annexe I) (Tableau III). Vingt mL de ce mélange sont ensuite coulés dans une 

boîte de Pétri stérile. 
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 La sensibilité des spores a été évaluée par des tests en gouttes. Après filtration des spores sur 

Miracloth 22 µm et deux lavages successifs en TE 1X, un dénombrement à la cellule de Malassez est réalisé. 

La solution de départ est ajustée à 2,5.107 spores.mL-1 en TE 1X. Puis 6 dilutions en cascade de raison 10 

sont réalisées dans une microplaque 96 puits stérile. Quatre µL de chaque dilution sont déposés à la surface 

de la gélose, de façon à ce que les 4 µL de la dilution la plus faible ne contiennent qu’une seule spore. Les 

géloses ensemencées sont incubées 3 j à 30°C puis 4 j à 25°C de façon à ce que le champignon puisse se 

développer mais que la croissance des différents inoculums déposés ne se superpose pas. 

2.11.2. Test en gouttes – Sensibilité des protoplastes 

 Les drogues de sélection, en solutions ou en poudres, sont ajoutées extemporanément à la gélose 

Soft Agar en surfusion, usuellement utilisée pour la transformation du champignon. La génération de 

protoplastes et la quantité insérée dans la gélose en surfusion sont identiques à celles opérées lors de la 

transformation du champignon (Cf Partie II, 2.8.2. Transformation génétique de S. apiospermum).  

2.11.3. Génération de mutants spontanés auxotrophes 

 Dans le but de générer des mutants spontanés auxotrophes au tryptophane d’une part et à l’uracile 

ou l’uridine d’autre part, 1.107 spores.mL-1 de la souche IHEM 14462 de S. apiospermum ont été étalées 

au râteau sur des géloses YNB contenant 2% de glucose et différentes concentrations en 5-FAA (500 µg.mL-

1) + tryptophane d’une part ou 5-FOA (250, 500 et 750 µg.mL-1) + uracile + uridine d’autre part. Les 

métabolites essentiels au développement du champignon ont été ajoutés à des concentrations 10 fois 

inférieures à celle en antimétabolites. Les géloses ont été incubées à 30°C en chambre humide pendant au 

moins 3 semaines. 

2.12. Etudes phénotypiques 

 Les différentes études phénotypiques ont été menées en parallèle sur la souche sauvage IHEM 

14462, la souche sauvage ku70 et sur les souches mutantes obtenues chez les deux souches réceptrices 

selon la technique de test en gouttes (cf Partie II, 2.11.1 Test en gouttes – Sensibilité des spores), 

à l’exception des études macroscopiques et microscopiques. 

2.12.1. Etudes macroscopiques 

 Dix µL de spores concentrées à 1.104 spores.mL-1 sont déposés à la surface du milieu PDA ou YPDA 

puis incubés à 25, 37 ou 40°C. Les éléments mycologiques classiquement observés sont le diamètre de la 

colonie et l’aspect macroscopique recto/verso de la colonie.  
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Tableau IV. Tests phénotypiques de sensibilité aux stresses 

menés sur S. apiospermum IHEM 14462 et la souche mutante HHKIII. 

 

DMSO : Di-Méthyl Sulfoxyde, PDA : Potato Dextrose Agar ; YPDA : Yeast Peptone Dextrose Agar.

Agents de stresses 

Inhibiteurs de la paroi 

Molécule Solubilité Solution stock Milieu Concentrations testées 

Caféine Eau distillée 10 mg.mL-1 YPDA 3 et 5mM 

Calcofluor White Eau distillée 20 mg.mL-1 YPDA 0,175; 0,25; 0,5 et 1 mg.mL-1 

Rouge Congo Eau distillée 20 mg.mL-1  YPDA 0,175; 0,25; 0,5 et 1 mg.mL-1 

Agents du stress osmotique 

Molécule Solubilité Solution stock Milieu Concentrations testées 

Chlorure de sodium Eau distillée 5 M YPDA 0,25; 0,5 et 1M 

Iprodione DMSO 10 mg.mL-1 YPDA 150 µg.mL-1 

Sorbitol Eau distillée 2 M YPDA 0,5 et 1M 

– – – Soft Agar – 

Agents du stress oxydatif 

Molécule Solubilité Solution stock Milieu Concentrations testées 

Ménadione DMSO 10 mM YPDA 10; 20; 40; 80 et 120µM 

Antifongiques 

Molécule Solubilité Solution stock Milieu Concentrations testées 

Amphotéricine B Ethanol absolu 2 mg.mL-1 YPDA 16 µg.mL-1 

Capsofungine Eau distillée 1 mg.mL-1 YPDA 2 µg.mL-1 

Fluconazole Ethanol absolu 2 mg.mL-1 YPDA 50 µg.mL-1 

Voriconazole Ethanol absolu 10 mg.mL-1 YPDA 0,25 µg.mL-1 

Alcalinité – Hypoxie 

Molécule Solubilité Solution stock Milieu Concentrations testées 

Acide lactique – – 

PDA  

+/- 5% CO2 

YPDA 

+/- 5% CO2 

10 mg.mL-1 



Partie expérimentale – HKs : caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   235 

2.12.2. Etudes microscopiques 

a) Culture en milieu liquide 

 A 40 mL d’YPD liquide sont ajoutés 100 µL de spores concentrées à 1.106 spores.mL-1. La culture 

est placée sous agitation (120 rpm, 37°C). Les filaments mycéliens sont observés au microscope optique 

sur une lame recouverte de bleu lactique ou après marquage au calcofluor white. 

b) Culture en milieu solide sur lame 

 Six mL de PDA ou YPDA sont déposés à la surface d’une lame de microscope décontaminée au 

préalable à l’éthanol absolu. Dix µL d’une suspension de spores à 1.106 spores.mL-1 sont ensuite déposés 

à la surface de la couche gélosée puis incubés à 37°C. La morphologie et le taux de germination des spores 

sont enfin observés au microscope optique. 

2.12.3. Etudes de la sensibilité aux stresses 

 Les différents agents pouvant induire un stress (agents osmotiques, oxydants, ou encore différents 

xénobiotiques, …) sont additionnés extemporanément à 20 mL de gélose YPDA en surfusion. Les 

concentrations utilisées sont précisées pour chacune des expériences dans le Tableau IV. 
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3. Identification de gènes codant des histidine kinases 

chez S. apiospermum IHEM 14462 et comparaison avec 

les autres espèces du genre Scedosporium 

 Grâce au séquençage des génomes et au développement des études « -omics », la mycologie 

moléculaire a connu un nouvel essor au cours de ces dernières années. Les stratégies d’invalidation 

permettant de caractériser fonctionnellement les gènes se sont progressivement démocratisées. Ces 

techniques au départ restreintes à quelques espèces modèles fongiques dont le génome était séquencé 

peuvent aujourd’hui s’appliquer à un vaste panel d’espèces fongiques dont les séquences génomiques sont 

disponibles dans des bases de données (ex. NCBI, JGI).  

 Le second objectif de cette thèse était ainsi de caractériser fonctionnellement les gènes codant des 

HHKs chez l’espèce S. apiospermum rencontrée au cours de la mucoviscidose. La première étape a consisté 

à identifier les séquences nucléotidiques et protéiques déduites des HHKs dans la souche de référence 

IHEM 14462. 

3.1. Introduction 

 À mon arrivée au laboratoire en 2015, le génome de S. apiospermum IHEM 14462 venait d’être 

séquencé et publié (Vandeputte et al., 2014, NW_015971811.1). Grâce à ces données, il nous a été 

possible d’identifier les gènes codant des HHKs chez la souche de référence du laboratoire. Plus récemment, 

trois autres génomes de Scedosporium spp. ont été séquencés : S. aurantiacum (Pérez-Bercoff et al., 

2015, JUDQ01000001.1), S. boydii (Duvaux et al., 2017, NJFT01000001.1) et S. dehoogii (Shiller et al., 

2017_Unpublished, PGIR01000001.1). Enfin, l’année dernière une équipe colombienne a déposé la 

séquence génomique d’une seconde souche de S. apiospermum, la souche HDO1 (Morales et al., 2017, 

MVOQ01000001.1).  

 Plus précisément, la souche fongique S. apiospermum IHEM 14462 a été isolée en 1998 au CHU 

de Tours lors de l’examen d’un crachat de patient atteint de mucoviscidose (Vandeputte et al., 2014). Il 

s’agit donc d’un isolat clinique. En revanche, la souche HDO1 de S. apiospermum correspond à un isolat 

environnemental colombien (Morales et al., 2017). Celle-ci a été isolée inopinément, puisque le test avait 

été développé à l’origine pour l’étude de souches bactériennes, sur une gélose contenant du pétrole brut 

comme unique source de carbone. S. aurantiacum WM 09.24 est une souche environnementale qui a été 

collectée en zone urbaine aux abords d’un embarcadère, le Circular Quay, à Sydney en Australie (Pérez-

Bercoff et al., 2015). La souche 120008799-01/4 de S. dehoogii correspond aussi à une souche 

environnementale puisqu’elle a été isolée à partir de prélèvements de boues de prétraitement dans la 

région d’Angers (Shiller et al., 2017_Unpublished). Enfin, la souche S. boydii IHEM 23826 est une souche 

clinique puisqu’elle a été isolée au CHU d’Angers en 2009 dans l’expectoration d’un patient atteint de 

mucoviscidose (Duvaux et al., 2017). Le panel de souches appartenant au genre Scedosporium incluses 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NW_015971811.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PGIR01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000001.1


Partie expérimentale – HKs : caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré 

dans la mucoviscidose   237 

Tableau V. Identification des gènes codant les protéines HHKs chez Scedosporium apiospermum IHEM 14462. 

 

La classification des HHKs est basée sur la reconnaissance de la signature « H-box » tel que décrit par Catlett et al. (2003). 

H : résidu histidine conservé.  

Scedosporium apiospermum IHEM 14462 

Annotation 
N° accession 

ou N° contig 

Taille de la 

protéine 

Signature de 

la H-box 
Structure (SMART) 

Sapio14462HHKIII XP_016644173.1 1288 FLANMSHEIRTPMNGI 
 

Sapio11462HHKIV JOWA01000066.1  735 FLANMSHEIRTPMHGI 
 

Sapio14462HHKV XP_016642860.1  1913 FLSNMSHEIRTPLIGI 
 

Sapio14462HHKVI XP_016638451.1 1192 FIANISHELKTPLNGI 
 

Sapio14462HHKVIII XP_016638641.1 1372 LLANSAHQVRTPLNAI 
 

Sapio14462HHKX XP_016642865.1  2522 FLANVSHELRTPLNGV 
 

Sapio14462HHKXI_1 XP_016645823.1  1417 FIDITSHEMRNPLSAI 
 

Sapio14462HHKXI_2 JOWA01000098.1 1316 FMDMTSHEMRNPLGAI 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_016644173.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JOWA01000066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_016642860.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=G83SAYDS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_016638451.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=G85NNFGA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_016638641.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_016642865.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_016645823.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JOWA01000098
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Tableau VI. Identification des gènes codant les protéines HHKs chez Scedosporium apiospermum HDO1. 

 

La classification des HHKs est basée sur la reconnaissance de la signature « H-box » tel que décrit par Catlett et al. (2003). 

H : résidu histidine conservé.

Scedosporium apiospermum HDO1 

Annotation 
N° accession 

ou N° contig 

Taille de la 

protéine 

Signature de 

la H-box 
Structure (SMART) 

SapioHDO1HHKIII MVOQ01000001.1 1297 FLANMSHEIRTPMNGI 
 

SapioHDO1HHKIV MVOQ01000015.1 735 FLANMSHEIRTPMHGI 
 

SapioHDO1HHKV MVOQ01000011.1 2067 FLSNMSHEIRTPLIGI 
 

SapioHDO1HHKVI MVOQ01000002.1 1192 FIANISHELKTPLNGI 
 

SapioHDO1HHKVIII MVOQ01000002.1 1373 LLANSAHQVRTPLNAI 
 

SapioHDO1HHKX MVOQ01000011.1 2524 FLANVSHELRTPLNGV 
 

SapioHDO1HHKXI_1 MVOQ01000024.1  1581 FIDITSHEMRNPLSAI 
 

SapioHDO1HHKXI_2 MVOQ01000011.1 1316 FMDMTSHEMRNPLGAI 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MVOQ01000011
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Tableau VII. Identification des gènes codant les protéines HHKs chez Scedosporium aurantiacum WM 09.24. 

 

La classification des HHKs est basée sur la reconnaissance de la signature « H-box » tel que décrit par Catlett et al. (2003). 

H : résidu histidine conservé.

Scedosporium aurantiacum WM 09.24 

Annotation 
N° accession 

ou N° contig 

Taille de la 

protéine 

Signature de 

la H-box 
Structure (SMART) 

SauraHHKIII JUDQ01000285.1 1288 FLANMSHEIRTPMNGI 
 

SauraHHKIV JUDQ01000164.1 738 FLANMSHEIRTPMHGI 
 

SauraHHKV JUDQ01000192.1 2046 FLSNMSHEIRTPLIGI 
 

SauraHHKVI JUDQ01000329.1  1188 FIANISHELKTPLNGI 
 

SauraHHKVIII JUDQ01000020.1  1370 LLANSAHQVRTPLNAI 
 

SauraHHKX JUDQ01000170.1  2525 FLANVSHELRTPLNGV 
 

SauraHHKXI_1 JUDQ01000287.1  1500 FIDITSHEMRNPLSAI 
 

SauraHHKXI_2 JUDQ01000063.1 1305 FMDMTSHEMRNPLGAI 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000285
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000164
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000329
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000020
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JUDQ01000063
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Tableau VIII. Identification des gènes codant les protéines HHKs chez Scedosporium boydii IHEM 23826. 

 

La classification des HHKs est basée sur la reconnaissance de la signature « H-box » tel que décrit par Catlett et al. (2003). 

H : résidu histidine conservé.

Scedosporium boydii IHEM 23826 

Annotation 
N° accession 

ou N° contig 

Taille de la 

protéine 

Signature de 

la H-box 
Structure (SMART) 

SboydHHKIII NJFT01000015.1 1364 FLANMSHEIRTPMNGI 
 

SboydHHKIV NJFT01000274.1 735 FLANMSHEIRTPMHGI 
 

SboydHHKV NJFT01000028.1 2069 FLSNMSHEIRTPLIGI 
 

SboydHHKVI NJFT01000072.1 1188 FIANISHELKTPLNGI 
 

SboydHHKVIII NJFT01000160.1 1399 LLANSAHQVRTPLNAI 
 

SboydHHKX NJFT01000370.1  2526 FLANVSHELRTPLNGV 
 

SboydHHKXI_1 NJFT01000035.1  1513 FIDITSHEMRNPLSAI 
 

SboydHHKXI_2 NJFT01000021.1 1319 FMDMTSHEMRNPLGAI 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000072.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000370
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NJFT01000021
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Tableau IX. Identification des gènes codant les protéines HHKs chez Scedosporium dehoogii 120008799-01/4. 

 

La classification des HHKs est basée sur la reconnaissance de la signature « H-box » tel que décrit par Catlett et al. (2003). 

H : résidu histidine conservé.

Scedosporium dehoogii 120008799-01/4 

Annotation 
N° accession 

ou N° contig 

Taille de la 

protéine 

Signature de la  

H-box 
Structure (SMART) 

SdehoHHKIII PGIR01000112.1 2767 FLANMSHEIRTPMNGI 
 

SdehoHHKIV PGIR01000027.1 735 FLANMSHEIRTPMHGI 
 

SdehoHHKV PGIR01000113.1 2088 FLSNMSHEIRTPLIGI 
 

SdehoHHKVI PGIR01000076.1 1189 FIANISHELKTPLNGI 
 

SdehoHHKVIII PGIR01000057.1 1192 LLANSAHQVRTPLNAI 
 

SdehoHHKX PGIR01000190.1 2529 FLANVSHELRTPLNGV 
 

SdehoHHKXI_1 PGIR01000011.1 1416 FIDITSHEMRNPLSAI 
 

SdehoHHKXI_2 PGIR01000248.1 1316 FMDMTSHEMRNPLGAI 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PGIR01000112
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PGIR01000027
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PGIR01000113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PGIR01000076
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PGIR01000057
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PGIR01000190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PGIR01000248
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dans l’étude englobe à la fois des souches cliniques et environnementales, de surcroit d’origines 

géographiques différentes.  

 Ainsi, après avoir identifié les gènes codant des HHKs dans la souche IHEM 14462, il nous a semblé 

intéressant de rechercher ces gènes chez les autres espèces du genre Scedosporium dont le génome était 

disponible.  

3.2. Résultats 

3.2.1. S. apiospermum IHEM 14462 

 Après comparaison en blastp (pour search protein databases using a protein query) avec 

suppression des redondances (nr pour non-redundant protein sequences) des séquences génomiques des 

HHKs d’A. fumigatus Af293 et de M. oryzae 70-15, 6 protéines HHKs ont été identifiées dans le génome de 

S. apiospermum IHEM 14462. 

 La prédiction des domaines protéiques en N-terminale et l’identification de la signature de la H-

box qui renferme le résidu histidine conservé en C-terminale de nos 6 HHKs ont permis d’attribuer 6 classes 

différentes (Catlett et al., 2003 ; Defosse et al., 2015). Ainsi, le génome de S. apiospermum IHEM 14462 

comporte 6 HHKs appartenant à 6 classes différentes dont les classes III (HHKIII), V (HHKV), VI (HHKVI), 

VIII (HHKVIII), X (HHKX) et XI (HHKXI) (Tableau V). 

3.2.2. Autres espèces du genre Scedosporium 

 Une analyse bio-informatique similaire a été menée chez les autres espèces citées ci-dessus en 

comparant leurs génomes à celui de S. apiospermum IHEM 14462. De la même manière, nous avons 

identifié chez chacune d’elle les 6 HHKs précédemment prédites chez S. apiospermum IHEM 14462 

(Tableaux VI, VII, VIII, IX). 

 L’analyse des génomes de ces 4 espèces supplémentaires a été réalisée sur l’ensemble de la 

séquence nucléotidique en tblastn (pour search translated nucleotide databases using a protein query) sur 

le génome entier (wgs pour whole-genome shotgun contigs) puisqu’aucune protéine n’était prédite en 

blastp. Etonnamment, deux séquences HHKs supplémentaires ont pu être prédites pour les souches S. 

aurantiacum WM 09.24, S. boydii IHEM 23826 et S. dehoogii 120008799-01/4. Après analyse de ces deux 

séquences HHKs supplémentaires chez chaque isolat, nous avons identifié une HHK appartenant à la classe 

IV (HHKIV) et la seconde séquence qui correspond à une seconde protéine de la classe XI (HHKXI_2) 

(Tableaux VII, VIII, IX). 

 En outre, S. apiospermum étant une espèce très proche génétiquement de S. boydii, il nous 

semblait curieux que les deux souches de S. apiospermum ne possèdent pas ces deux séquences 

supplémentaires (Ramirez-Garcia et al., 2018). C’est la raison pour laquelle nous avons comparé le génome 

de chacune des souches de S. apiospermum à la séquence protéique de l’HHKIV et l’HHKXI_2 de S. boydii.  

  



Partie expérimentale – HKs : caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   243 

 

Figure 34. Phylogénie estimée des séquences histidine kinases hybrides prédites 

des espèces du genre Scedosporium. 

L’arbre phylogénétique a été réalisé grâce au logiciel Clustal Omega, suite à l’alignement des séquences protéiques 

prédites pour les HHKs des souches IHEM 14462 et HDO1 de S. apiospermum, WM 09.24 de S. aurantiacum, IHEM 

23826 de S. boydii et 120008799-01/4 de S. dehoogii avec les séquences protéiques HHKs de référence issues de 

Fusarium verticilloides et identifiées par Catlett et al. (2003). 
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 Cette fois les deux séquences supplémentaires correspondant à une HHKIV et une seconde HHKXI 

ont également été prédites chez ces deux isolats (Tableaux V et VI). 

 L’arbre généré suite à l’alignement des différentes séquences identifiées chez chacun des isolats 

de Scedosporium étudiés permet de mettre en évidence 8 clusters, ce qui confirme les résultats 

précédemment décrits (Figure 34). 

3.3. Discussion 

 L’analyse in silico que nous avons menée a permis de mettre en évidence la présence de 8 gènes 

prédits pour coder des protéines HHKs (HHKIII, HHKIV, HHKV, HHKVI, HHKVIII, HHKX, HHKXI_1 et 

HHKXI_2) chez l’ensemble des espècess appartenant au genre Scedosporium dont les séquences 

génomiques sont disponibles.  

 Comme indiqué dans les résultats ci-dessus, seules 6 protéines HHKs avaient été initialement 

prédites dans le génome de S. apiospermum IHEM 14462. Cependant, suite à plusieurs analyses 

génomiques menées au laboratoire, nous avons constaté que l’annotation du génome du champignon était 

à l’origine d’un biais. En effet, lorsqu’un cadre ouvert de lecture ne présentait pas d’intron, il était 

systématiquement annoté (improprement) comme « pseudogène » et aucune protéine n’était prédite à 

partir de ce dernier. Ceci explique la raison pour laquelle dans un premier temps les protéines HHKIV et 

HHKXI_2 n’ont pas été trouvées suite à une interrogation de la banque en blastp.  

 De plus, cette analyse préliminaire de génomique comparative n’a été que très récemment réalisée 

puisque les génomes des 4 autres souches couvrant 3 autres espèces de Scedosporium inclus dans cette 

étude ne sont disponibles que depuis peu dans les bases de données. Par conséquent, bien que deux 

séquences HHKs supplémentaires (HHKIV et HHKXI_2) aient été identifiées chez S. apiospermum IHEM 

14462, les travaux de caractérisation fonctionnelle de ces deux nouvelles protéines n’ont été initiés que 

très récemment et par conséquent ne seront pas détaillés dans ce manuscrit. 

 En 2003, 11 classes d’HHKs ont été initialement décrites chez les champignons (Catlett et al., 

2003). Une dizaine d’années plus tard, 5 classes supplémentaires ont été identifiées (Defosse et al., 2015 ; 

Hérivaux et al., 2016). Récemment, nous avons pu mettre en évidence 3 nouveaux groupes (Kabbara et 

al., 2018_Unpublished). Lorsque des données fonctionnelles sont disponibles, chaque groupe d’HHKs 

semble plus ou moins impliqué dans des processus physiologiques spécifiques (Defosse et al., 2015 ; 

Hérivaux et al., 2016). Parmi les classes identifiées chez S. apiospermum IHEM 14462, le rôle des 

récepteurs HHKs appartenant aux groupes III, VI, VIII et X semble bien défini en se basant sur les données 

bibliographiques issues d’études menées chez d’autres modèles fongiques. Certaines HHKs sont décrites 

dans des processus physiologiques communs. Par exemple, les HHKIII et X joueraient un rôle dans la 

virulence et la morphogénèse des champignons (Defosse et al., 2015 ; Hérivaux et al., 2016). L’HHKIII et 

l’HHKVI régulent la voie HOG (pour High Osmolarity Glycerol) et sont donc décrits comme des 

osmosenseurs (Defosse et al., 2015 ; Hérivaux et al., 2016). L’HHKX permettrait elle l’adaptation du 

champignon au stress oxydatif (Defosse et al., 2015 ; Hérivaux et al., 2016). Les HHKVIII, ou 
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phytochromes, sont d’étonnantes protéines qui captent la lumière à de courtes longueurs d’ondes (Bayram 

et al., 2010). En revanche, peu de données sont actuellement disponibles pour les HHKIV, V et XI. La 

classe HHKIV est décrite chez les Sordariomycètes (Kabbara et al., 2018_Unpublished) et semble impliquée 

dans la virulence chez A. fumigatus (Clemons et al., 2002). Les protéines du groupe V ont été étudiées 

uniquement chez M. oryzae (Jacob et al., 2014). Elles partageraient certains processus physiologiques avec 

les HHKIII (ex. virulence, adaptation aux stresses) mais seraient aussi impliquées dans la croissance 

végétative du champignon. Pour finir, la classe XI regroupe des protéines structurellement divergentes 

(Catlett et al., 2003). Une étude menée chez M. oryzae a démontré l’implication de ces récepteurs dans la 

croissance végétative du champignon, son adaptation aux stresses ou encore sa virulence (Jacob et al., 

2014). 

 Dans ce contexte, la suite du projet a consisté en la caractérisation fonctionnelle des différents 

gènes codant des protéines HHKs identifiés chez S. apiospermum IHEM 14462. Dans cette optique, 

l’invalidation de gènes et l’étude phénotypique du génotype mutant demeurent une démarche de choix 

chez les champignons. L’invalidation de gènes nécessitant la disponibilité de marqueurs de sélection dans 

le cadre de l’étape de transgénèse, nous proposons dans la partie suivante d’identifier de nouveaux 

marqueurs de sélection utilisables chez S. apiospermum. 
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4. Marqueurs de sélection 

 Lors de mon arrivée au laboratoire, seuls deux marqueurs de sélection étaient utilisables pour la 

transgénèse de S. apiospermum : i) le gène hph d’E. coli conférant la résistance à l’HygB et ii) le gène 

Shble de S. hindustanus conférant la résistance à la Phleo. De plus, en présence de Phleo, la croissance 

résiduelle du champignon (« bruit de fond »), qui est plus importante qu’en présence d’HygB, rend délicate 

la sélection des clones transformants après transgénèse de S. apiospermum par le gène Shble.  

 Ainsi, l’objectif suivant de ce travail de thèse a été de tester la sensibilité de la souche de référence 

IHEM 14462 envers un large panel de drogues de sélection afin d’identifier de nouvelles molécules 

utilisables chez S. apiospermum dans nos stratégies de transgénèse, que ce soit pour l’invalidation d’un 

ou plusieurs gènes ou l’introduction d’une cassette d’expression dans le génome de notre souche. Ce travail 

préliminaire s’est grandement appuyé sur la littérature afin de déterminer les concentrations initiales à 

tester ou encore les milieux appropriés à chaque drogue. 

4.1. Introduction 

 Les marqueurs de sélection sont des gènes utilisés pour différencier les cellules transformées de 

celles qui ne le sont pas suite à la transgénèse d’un organisme. En génétique fongique, deux catégories de 

marqueurs de sélection sont décrites : i) les marqueurs nutritionnels et ii) les marqueurs de résistance aux 

drogues.   

 La sensibilité des spores de S. apiospermum IHEM 14462 aux différentes drogues de sélection a 

été évaluée. Le but de ces manipulations était d’estimer la concentration en drogue de sélection qui 

inhiberait 100% de la croissance de nos spores. Dans un second temps, les drogues de résistance donnant 

des résultats intéressants lors du premier crible ont été testées sur des protoplastes régénérés, puisque la 

transformation de S. apiospermum est communément effectuée au laboratoire sur ce type de cellules. 

Dans le cas précis des antimétabolites, ils pourraient être potentiellement utilisés pour sélectionner des 

souches réceptrices auxotrophes. 

4.2. Résultats 

 Au total, 14 molécules ont été testées sur les spores de la souche IHEM 14462 de S. apiospermum 

dont 4 antimétabolites (l’Alpha-Amino-Adipate (AAA), l’Acide 5-Fluoro-Anthranilique (5-FAA), l’Acide 5-

Fluoro-Orotique (5-FOA) et la 4-Para-Fluoro-Phénylalanine (4-PFP)) et 10 drogues de sélection (l’acide 

mycophénolique, la blasticidine S, la carboxine, la généticine, le glufosinate, l’HygB, la nourséothricine, la 

Phleo, la puromycine et la sulfonylurée). 

 Les différents résultats présentés dans ce manuscrit ont été obtenus après 7 jours de culture.  
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Figure 35. Sensibilité des spores de la souche Scedosporium apiospermum IHEM 14462 

aux différents marqueurs nutritionnels testés, après 7 jours de culture. 

A. Acide alpha-amino-adipate. B. Acide 5-fluoro-anthranilique. C. Acide 5-fluoro-orotique. D. 4-para-fluoro-

phénylalanine.  
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Figure 36. Génération de mutants spontanés auxotrophes au tryptophane 

chez S. apiospermum IHEM 14462. 

A. Des mutants spontanés ont été obtenus après 3 semaines d’incubation à 30°C sur milieu YNB en présence de 5-

FAA et de tryptophane à hauteur de 500 et 50 µg.mL-1 respectivement. Parmi les colonies qui se sont développées sur 

la gélose de gauche, deux phénotypes différents ont été observés comme indiqué par les flèches. Le premier phénotype 

présente des petites colonies blanches duveteuses. Le second phénotype se traduit par des colonies plus étalées, 

légèrement duveteuses, boursouflées, qui poussent dans la gélose, produisent un pigment orangeâtre et qui forment 

un halo autour de la colonie. Le centre de celle-ci est légèrement plus clair. B. Ces deux phénotypes sont retrouvés 

après repiquage, sur la gélose de droite. Le champignon croît à l’intérieur de la gélose. 
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Figure 37. Génération de mutants spontanés auxotrophes à l’uracile et/ou l’uridine 

chez S. apiospermum IHEM 14462. 

Des mutants spontanés ont été obtenus après 3 semaines d’incubation à 30°C sur milieu YNB en présence de 5-FOA 

et des compléments uracile et uridine à hauteur de A. 250 et 25 µg.mL-1, B. 500 et 50 µg.mL-1 et C. 750 et 75 µg.mL-

1, respectivement. Tous présentent le même et unique phénotype : de très petites colonies blanches aériennes et 

duveteuses. D. Après repiquage sur le même milieu gélosé, le même phénotype est retrouvé.  
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4.2.1. Antimétabolites 

 Souhaitant évaluer la sensibilité de notre souche sauvage prototrophe, pour chaque antimétabolite 

testé nous avons ajouté l’acide aminé ou la base azotée correspondant. Ceci permettrait de complémenter 

le cas échéant l’auxotrophie générée par la mutation sélectionnée par la toxicité de l’antimétabolite : i) du 

tryptophane pour le 5-FAA, ii) de l’uracile et de l’uridine pour le 5-FOA, et iii) de la tyrosine pour le 4-PFP. 

a) Tests de sensibilité 

 Pour commencer, S. apiospermum IHEM 14462 est capable de se développer sur les milieux 

classiques de culture fongique comme le YNB et le PDA. En revanche, sa croissance est très lente sur le 

milieu YCB (pour Yeast Carbon Base) (Figure 35). Nous avons ainsi dès le début des tests abandonné les 

expérimentations sur la molécule de AAA puisqu’elle doit être testée dans ce dernier milieu pauvre. La 4-

PFP ne semble pas être un bon candidat. En effet, la concentration en cet antimétabolite nécessaire pour 

observer une inhibition totale du développement des spores s’est révélée trop élevée (> 3 mg.mL-1). Le 5-

FAA montre en revanche un certain potentiel puisque S. apiospermum s’avère sensible à des concentrations 

inférieures à 250 µg.mL-1. Il en va de même pour le 5-FOA, malgré la concentration élevée nécessaire à 

l’inhibition totale des spores du champignon (> 500 µg.mL-1), mais ce qui correspond à une concentration 

voisine de celle déjà utilisée pour d’autres modèles fongiques (Boeke et al., 1984 ; Millerioux et al., 2011). 

b) Essais d’obtention de mutants spontanés résistants aux antimétabolites 

 Les tests précédemment décrits ont permis de révéler une sensibilité de la souche sauvage IHEM 

14462 vis-à-vis du 5-FAA et du 5-FOA. Nous avons donc tenté de contre-sélectionner des mutants 

spontanés auxotrophes pour le tryptophane sur milieu contenant le 5-FAA et des mutants auxotrophes 

spontanés pour l’uracile/uridine sur milieu contenant du 5-FOA (Boeke et al., 1984 ; Toyn et al., 2000). 

 Après 3 semaines d’incubation, des colonies se sont développées sur la gélose contenant 500 

µg.mL-1 de 5-FAA et 50 µg.mL-1 de tryptophane. Deux phénotypes différents ont été observés (Figure 

36). Le repiquage des différents mutants s’est avéré difficile puisque le champignon poussait dans la gélose 

et non en surface. Suite à ces premiers résultats encourageants, le même protocole a été réalisé en testant 

le 5-FOA à diverses concentrations (250, 500 et 750 µg.mL-1) en présence d’uracile et d’uridine (25, 50 et 

75 µg.mL-1). A l’identique, des mutants spontanés sont apparus aux différentes concentrations en 5-FOA 

(Figure 37). Malheureusement, aucun mutant spontané ne s’est avéré auxotrophe envers le tryptophane, 

l’uracile ou l’uridine. En effet, après repiquage sur milieu gélosé contenant uniquement du 5-FAA ou du 5-

FOA, une croissance de chacun des clones précédemment isolés a pu être observée.  

4.2.2. Marqueurs de résistance aux drogues 

a) Sensibilité aux drogues des spores 

 Notre souche s’est tout d’abord révélée naturellement très peu sensible vis-à-vis de certaines 

molécules, comme la blasticidine S (200 µg.mL-1), le glufosinate (500 µg.mL-1) et la puromycine (200 
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Figure 38. Sensibilité des spores de la souche Scedosporium apiospermum IHEM 14462 aux différentes drogues testées, après 7 jours de culture. 

A. Acide mycophénolique. B. Blasticidine S. C. Carboxine. D. Généticine. E. Glufosinate. F. Hygromycine B. G. Nourséothricine. H. Phléomycine. I. Puromycine. J. 

Sulfonylurée. 
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µg.mL-1). Une résistance plus modérée a été cependant observée pour l’acide mycophénolique, la 

carboxine, la Phleo et la sulfonylurée puisque la croissance de la souche est totalement inhibée à < 200 

µg.mL-1, < 125 µg.mL-1, > 150 µg.mL-1 et < 125 µg.mL-1, respectivement. Enfin, certaines molécules 

semblent pouvoir constituer de potentielles drogues de sélection pour notre champignon car elles se sont 

montrées capables de pouvoir inhiber totalement la croissance du champignon à de faibles concentrations : 

la généticine (25 µg.mL-1), l’HygB (25 µg.mL-1) et la nourséothricine (75 µg.mL-1) (Figure 38). 

b) Sensibilité des protoplastes 

 En se basant sur les résultats de sensibilité acquis sur les spores, nous avons testé les molécules 

les plus prometteuses sur des protoplastes régénérés obtenus à partir de la même souche fongique IHEM 

14462. L’HygB et la Phleo n’ont pas été testées ici car déjà utilisées au laboratoire dans le cadre de la 

transgénèse de S. apiospermum à des concentrations de 50 et 20 µg.mL-1, respectivement. 

 Le protocole de transgénèse de S. apiospermum nous amène à ensemencer les protoplastes dans 

le milieu Soft agar en surfusion. Après solidification, il est nécessaire de laisser les protoplastes se 

régénérer durant une période où notamment le gène de résistance pourra s’exprimer. Ainsi, après environ 

16 h d’incubation, une seconde couche de Soft agar contenant la drogue de sélection est déposée à la 

surface de la première. La sélection des protoplastes transformés peut alors s’effectuer au cours des jours 

suivants (cf Partie II, 4. Matériels et méthodes). 

 Pour chaque essai, la drogue a donc systématiquement été ajoutée dans la surcouche. En parallèle, 

il nous a également semblé pertinent de tester la condition où la drogue et les protoplastes non régénérés 

sont mélangés simultanément dans la première couche de milieu. D’après la Figure 39, seule la généticine 

semble donner des résultats intéressants dans les deux conditions. En effet, aucun protoplaste ne s’est 

développé en présence de 25 µg.mL-1 de drogue. Les protoplastes sauvages sont donc sensibles à de faibles 

concentrations en généticine. En revanche, le phénomène inverse a été observé pour toutes les autres 

drogues (acide mycophénolique, carboxine, sulfonylurée et nourséothricine, résultats non montrés). En 

effet, les concentrations en drogue se révèlent insuffisantes pour inhiber la croissance des protoplastes 

alors qu’à de telles concentrations, nous avions précédemment observé que la croissance des spores du 

champignon était inhibée.  

 En ce qui concerne l’acide mycophénolique et la généticine, nous disposions d’un plasmide 

contenant le gène IMH3B et le gène neo conférant respectivement la résistance à l’acide mycophénolique 

et à la généticine. Des essais de transgénèse ont donc été effectués. Pour l’acide mycophénolique, comme 

observé dans la Figure 39, un « bruit de fond » a été obtenu sur la boîte de sélection témoin. Sur la boîte 

de sélection, sur laquelle les protoplastes ayant subi la transformation par le gène IMH3B ont été 

ensemencés, une croissance comparable a également été observée et aucun clone mycélien ne s’est 

développé plus rapidement que le reste du « bruit de fond ». Concernant la généticine, des résultats 

similaires ont été observés, malgré des concentrations élevées en drogue allant jusqu’à 50 µg.mL -1 

(résultats non montrés). Suite à l’ensemble de ces résultats négatifs, et malgré tous ces efforts consentis, 
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Figure 39. Sensibilité des protoplastes de la souche Scedosporium apiospermum IHEM 14462 aux différentes drogues testées, après 7 jours de culture. 

A. Acide mycophénolique 200 µg.mL-1 uniquement dans la surcouche, sans plasmide à gauche et avec plasmide contenant le gène de résistance IMH3B à droite. B. Acide 

mycophénolique 200 µg.mL-1 dans les deux couches gélosées, sans plasmide contenant le gène de résistance à gauche et avec le plasmide à droite. C. Carboxine 80 µg.mL-

1 uniquement dans la surcouche à gauche et dans les deux couches gélosées à droite. D. Généticine 25 µg.mL-1 uniquement dans la surcouche à gauche et dans les deux 

couches gélosées à droite. E. Sulfonylurée 100 µg.mL-1 uniquement dans la surcouche à gauche et dans les deux couches gélosées à droite. F. Sulfonylurée 150 µg.mL-1 

uniquement dans la surcouche à gauche et dans les deux couches gélosées à droite. G. Sulfonylurée 300 µg.mL-1 uniquement dans la surcouche à gauche et dans les deux 

couches gélosées à droite.  
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nous n’avons pas souhaité approfondir cette partie de développement expérimental et nous nous sommes 

donc concentrés sur l’étape suivante, à savoir, l’obtention de mutants pour les gènes HHKs chez S. 

apiospermum. 

4.3. Discussion 

4.3.1. Observations générales 

 Une importante étude bibliographique sur l’utilisation des drogues de sélection dans le cadre de la 

transgénèse des champignons avait été menée en amont de ces expérimentations. Cette étude a d’ailleurs 

mené à la rédaction d’un article de revue dont la version préliminaire est proposée en annexe (Annexe 

II). Les études précédentes préconisaient ainsi l’utilisation de chaque molécule dans un milieu défini. Parmi 

ces milieux, on retrouvait en particulier des milieux riches (PDA), pauvres (YNB), voire très pauvres (YCB). 

La croissance fongique observée sur les différents milieux sans même ajouter de drogues s’est avérée, 

comme attendu, proportionnelle à la « richesse » du milieu utilisé. Ainsi, le milieu YCB ne semble 

aucunement adapté au développement de S. apiospermum donc il a été très rapidement abandonné pour 

tester les potentiels du AAA. D’autre part, des problèmes de solubilité des antimétabolites dans la gélose 

ont été observés (à l’exception du 5-FAA) pouvant être à l’origine d’un biais sur les résultats obtenus. 

4.3.2. Antimétabolites 

 Les antimétabolites, comme indiqué précédemment, permettent la contre-sélection de souches 

auxotrophes réceptrices. Ainsi, le AAA, le 5-FAA, le 5-FOA et le 4-PFP contre-sélectionnent des souches 

auxotrophes vis-à-vis de la L-lysine, du L-tryptophane, de l’uridine et de la phénylalanine, respectivement. 

 Les antimétabolites 5-FAA et 5-FOA ont surtout été utilisés pour la contre-sélection de levures 

auxotrophes, très peu chez les filamenteux (Ruiz-Diez, 2002 ; Weld et al., 2006 ; Foureau et al., 2012 ; 

Papon et al., 2012 ; Siewers, 2014). La souche IHEM 14462 de S. apiospermum est très sensible au 5-FAA 

(100% d’inhibition < 250 µg.mL-1) et de manière moindre au 5-FOA (100% d’inhibition > 500 µg.mL-1). 

Cependant, par cette approche aucun mutant spontané auxotrophe au tryptophane ou à l’uracile/uridine 

n’a pu être contre-sélectionné. Il est donc fortement probable que chez S. apiospermum, comme 

précédemment observé chez d’autres modèles fongiques, la résistance observée vis-à-vis de ces 

antimétabolites (sans même pour autant être liée à une auxotrophie) puisse être mise en place suite à des 

mutations n’intervenant pas dans les voies de biosynthèse ciblées (pompes d’efflux, blocage de l’entrée 

dans la cellule, ou activation de voies métaboliques compensatoires par exemple) (Goosen et al., 1987). 

4.3.3. Marqueurs de résistance aux drogues 

 Dans l’idéal, une drogue de sélection utilisée dans le cadre de la transgénèse de micro-organismes 

doit pouvoir être utilisée à faible concentration (coût) et en toute innocuité. Compte tenu de ces critères, 

la blasticidine S et la puromycine ont rapidement été écartées compte tenu de leur prix encore très élevés. 

La sensibilité de la souche IHEM 14462 n’a pas été testée envers l’auréobasidine A et la bléomycine, 
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également en raison de leur prix excessif. Le bénomyl n’a pas été testé puisqu’il était déjà bien décrit que 

les espèces du genre Scedosporium sont naturellement résistantes vis-à-vis de ce composé. Le bénomyl 

est en effet un des agents sélectifs entrant dans la composition des milieux SceSel+ et Scedo Select III 

(Rainer et al., 2008 ; Pham et al., 2015). 

 Les protoplastes étant dépourvus de paroi, donc théoriquement plus fragiles que les spores, il est 

raisonnable de penser qu’ils présentent une sensibilité plus marquée aux drogues et par conséquent, les 

concentrations nécessaires à l’inhibition de la croissance des protoplastes régénérés seraient inférieures à 

celles inhibant la croissance des spores. De manière intrigante, c’est le constat inverse qui a été dressé. Il 

est important de rappeler que, en vue de la transgénèse, les protoplastes sont préparés à partir des 

premières cellules mycéliennes issues du tube émergeant de la spore en cours de germination. Ainsi, il 

semblerait que les spores de S. apiospermum soient globalement plus sensibles aux drogues que des 

entités issues du mycélium (protoplastes ou filaments). 

4.3.4. Conclusion 

 Comme indiqué précédemment, la sensibilité aux drogues demeure un caractère très variable chez 

les micro-organismes. Dans notre approche, il était donc indispensable de tester au préalable la sensibilité 

de S. apiospermum vis-à-vis de différentes molécules avant toute utilisation en transgénèse. Bien qu’ayant 

développé une approche rationnelle d’évaluation de la sensibilité de S. apiospermum vis-à-vis de 

nombreuses molécules (antimétabolites et drogues de sélection), ces efforts n’ont pas été récompensés 

dans la mesure où cette espèce s’est montrée peu sensible à la plupart des composés testés. S. 

apiospermum était déjà bien connu pour sa multirésistance primaire à de nombreuses molécules 

antifongiques utilisées en thérapeutique, compliquant le traitement des scédosporioses. Nos résultats vont 

donc en ce sens puisque notre souche s’est avérée résistante à un large panel d’antimétabolites et de 

drogues de sélection qui pourtant ont déjà été utilisés avec succès chez de nombreux autres champignons 

filamenteux. Ainsi, nous n’avons pas pu développer de marqueurs de résistance venant s’ajouter aux deux 

gènes déjà utilisés dans l’équipe pour la transgénèse (hph et Shble). Dans la partie suivante, nous 

proposerons comme alternative de développer un système d’invalidation permettant de recycler le gène 

de résistance.   
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Tableau X. Vecteurs plasmidiques utilisés dans les stratégies de clonage 

des cassettes de délétion des gènes HHKs. 

Vecteur 
plasmidique 

Origine Principaux éléments constituant le vecteur 

pAN7-1 –  Cassette de résistance à l’hygromycine B 

pAN8-1 –  Cassette de résistance à la phléomycine 

pct74 –  Cassette de résistance à l’hygromycine B optimisée 

pPV189 – 
 Cassette de résistance à l’hygromycine B 

 Système recombinase FLP/FRT 

pAHHKIII.1 pPV189  Cassette de délétion AHHKIII.1 

pAHHKIII.7 pAN7-1  Cassette de délétion AHHKIII.7 

pAHHKIII.8 pAN8-1  Cassette de délétion AHHKIII.8 

– PCR fusion  Cassette de délétion AHHKIII.F 

pAHHKIII.R1 pKS  Terminateur de l’HHKIII 

pAHHKIII.R2 pKS 
 Gène HHKIII  

 Terminateur de l’HHKIII 

pAHHKIII.R3 pKS 

 Terminateur de l’HHKIII 

 Cassette de résistance à l’hygromycine B  

 Gène HHKIII 

pAHHKV.1 pPV189  Cassette de délétion AHHKV.1 

pAHHKV.7 pAN7-1  Cassette de délétion AHHKV.7 

pAHHKVI.1 pPV189  Cassette de délétion AHHKVI.1 

pAHHKVIII.1 pPV189  Cassette de délétion AHHKVIII.1 

pAHHKX.1 pPV189  Cassette de délétion AHHKX.1 

pAHHKX.7 pAN7-1  Cassette de délétion AHHKX.7 

pAHHKX.8 pAN8-1  Cassette de délétion AHHKX.8 

– PCR fusion  Cassette de délétion AHHKX.F 

pAHHKXI_1.1 pPV189  Cassette de délétion AHHKXI_1.1 

pAHHKXI_1.7 pAN7-1  Cassette de délétion AHHKXI_1.7 
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Tableau XI. Souches générées au cours des essais de transgénèse. 

Annotation Clones validés 
Cassette de 

délétion 
Induction de 

la flippase 
Souche 

AHSaHHKIII.1 111A AHHKIII.1 X IHEM 14462 

AHSaHHKIII.2 
2B, 8A, 10C 

X228, Y19 
AHHKIII.1 

X 

  
ku70 

AHSaHHKIII.F – AHHKIII.F NP ku70 

AHSaHHKIII.R En cours AHHKIII.R NP AHSaHHKIII.1.111A 

AHSaHHKV.1 En cours AHHKV.1 X ku70 

AHSaHHKVI.1 En cours AHHKVI.1 X ku70 

AHSaHHKX.1 – AHHKX.1 X ku70 

AHSaHHKX.F – AHHKX.F NP ku70 

AHSaHHKXI_1.1 En cours AHHKXI_1.1 X ku70 

 

 : flippase induite ; X : flippase non induite ; NP : flippase non présente dans la construction ; – : aucun clone validé. 
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5. Etude fonctionnelle des gènes histidine kinases chez S. 

apiospermum 

 Bien que nous n’ayons pas eu l’opportunité d’identifier de nouveaux marqueurs de sélection pour 

la transgénèse de S. apiospermum, l’étape suivante a consisté en la caractérisation fonctionnelle des 

différents gènes HHKs de cette espèce en utilisant les outils moléculaires déjà disponibles au laboratoire. 

Pour rappel, les gènes HHKIV et HHKXI_2 n’ayant été que très récemment identifiés, les travaux initiés 

pour ces deux gènes ne seront pas détaillés dans ce manuscrit. 

 Communément, la caractérisation fonctionnelle d’un gène chez un champignon repose sur la 

démarche suivante : i) l’invalidation du gène par recombinaison homologue au locus ciblé dans la souche 

sauvage, ii) la complémentation des souches mutantes et iii) la comparaison des phénotypes entre la 

souche sauvage, la souche mutante et la souche complémentée. 

 L’objectif étant d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques, nos recherches se sont tout d’abord 

concentrées sur l’invalidation du gène HHKIII puis du gène HHKX puisque ce sont les deux classes d’HHKs 

qui sont principalement décrites dans la littérature chez les champignons filamenteux et pour lesquelles 

l’implication dans la virulence a été mise en avant chez d’autres modèles fongiques (Defosse et al., 2015 ; 

Hérivaux et al., 2016).  

 Les vecteurs plasmidiques utilisés et les souches générées au cours de ces expérimentations sont 

répertoriés dans les Tableaux X et XI. 

5.1. Construction des cassettes de délétion pour les gènes HHKIII 

et HHKX 

 L’invalidation d’un gène dans le génome d’un organisme nécessite au préalable l’élaboration d’une 

cassette de délétion. Généralement, cette cassette se compose d’un marqueur de sélection qui permet de 

sélectionner sur un milieu approprié les clones mutants ayant intégré la construction. De plus, ce marqueur 

de sélection est bordé par les régions flanquantes (RF) 5’ et 3’ homologues aux régions 5’ et 3’ du gène 

ciblé. Les séquences RF favorisent l’insertion de la cassette de délétion au locus du gène ciblé par les 

mécanismes cellulaires de recombinaison homologue (Weld et al., 2006). 

 En principe, lorsqu’une souche mutante est obtenue, l’étape suivante consiste à y réintroduire un 

allèle sauvage pour obtenir une souche dite « complémentée ». Cette seconde étape de transgénèse 

nécessite donc un nouveau marqueur de sélection. Dans le cas où la souche étudiée présente une faible 

sensibilité aux drogues de sélection ou que peu de marqueurs de sélection sont disponibles, il est essentiel 

de disposer d’un système de recyclage. Dans cette optique, les systèmes incluant un gène recombinase 

sont particulièrement utilisés chez les champignons filamenteux (Krappmann, 2014). 

 Les difficultés de construction des cassettes de délétion pour les gènes HHKIII et HHKX nous ont 

amenés à tenter diverses stratégies de clonage, décrites ci-dessous.
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Tableau XII. Amorces utilisées pour le développement des cassettes de délétion et de complémentation du gène HHKIII. 

Amorce sens Séquence 5’ → 3’ 
Tm  

(°C) 

Amorce 
anti-sens 

Séquence 5’ → 3’ 
Tm  

(°C) 

Taille des 
amplicons (pb) 

Annotation 

Construction de la cassette de délétion HHK III 

Clonage dans le pPV189 → pAHHKIII.1 

5’FP-HKIII-ClaI CCATCGATGTACAGTTGATGAAGCGTGAAGAAA 61 5’RP-HKIII-HindIII CCCAAGCTTAAGGTCGAAGGTTTGAATGGAGATA 62 1135 5’RF_HHKX_1 
3’FP-HKIII-NotI ATAAGAATGCGGCCGCCATTCAAGCACAGATGGATGAGTAC 67 3’RP-HKIII-BstXI ATGCATCCACCGCGGTGGTCATTTGCCAATCTTCGCTCTTTAG 69 1145 3’RF_HHKX_1 
HKIII-vérifFP ATGCTTGGACCTCGGAATCA 56 HKIII-vérifRP GGGAGCCTCGGTCTCTTAAA 56 1950 – 

Clonage dans le pAN7-1 → pAHHKIII.7 

HKIII-panBglII GAAGATCTGTACAGTTGATGAAGCGTGAAGAAA 60 HKIII-panBstEII GCGCAAAGGTCACCAAGGTCGAAGGTTTGAATGGAGATA 67 1135 5’RF_HHKIII_7 
HKIII-pan7NaeI GCGCAAAGCCGGCCATTCAAGCACAGATGGATGAGTAC 69 HKIII-pan7XbaI GCTCTAGATCATTTGCCAATCTTCGCTCTTTAG 60 1145 3’RF_HHKIII_7 

Clonage dans le pAN8-1 → pAHHKIII.8 

HKIII-panBglII GAAGATCTGTACAGTTGATGAAGCGTGAAGAAA 60 HKIII-panBstEII GCGCAAAGGTCACCAAGGTCGAAGGTTTGAATGGAGATA 67 1135 5’RF_HHKIII_8 
HKIII-pan8XbaI GCTCTAGACATTCAAGCACAGATGGATGAGTAC 61 HKIII-pan8NdeI GGAATTCCATATGTCATTTGCCAATCTTCGCTCTTTAG 62 1145 3’RF_HHKIII_8 

PCR fusion → AHHKIII.F 

5’FP-HKIII-ClaI CCATCGATGTACAGTTGATGAAGCGTGAAGAAA 61 HPH-HKIII-fusB TCGTGAATCTTTTACCAGATCGGAAGCAATAAGGTCGAAGGTTTGAATGGAGATA 67 1135 5’RF_HHKIII_F 
HPH-HKIII-fusC TATCTCCATTCAAACCTTCGACCTTATTGCTTCCGATCTGGTAAAAGATTCACGA 67 HPH-HKIII-fusD GTACTCATCCATCTGTGCTTGAATGATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCA 68 2635 HPH_HHKIII_F 
HPH-HKIII-fusE TGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATCATTCAAGCACAGATGGATGAGTAC 68 3’RP-HKIII-BstXI ATGCATCCACCGCGGTGGTCATTTGCCAATCTTCGCTCTTTAG 69 1145 3’RF_HHKIII_F 

Construction de la cassette de complémentation HHKIII 

Clonage dans le pBluescript II KS + → pAHHKIII.R 

HKIII-rev1-NotI CTGAGAGCGGCCGCGTACAGTTGATGAAGCGTGAAG 69 HKIII-rev2-XbaI CTGAGATCTAGACCTCAGCGGTGTAAGACCATA 62 6115 HHKIII_R 
HKIII-rev3-XbaI CTGAGATCTAGATGATATTGAAGGAGCATTTTTTGGG 60 HKIII-rev4-BamHI CTGAGAGGATCCGTTAACTGGTTCCCGGTCGGC 68 1410 HPH_R 

HKIII-rev5-BamHI CTGAGAGGATCCCCTGGCAACGTCATATCACTC 65 HKIII-rev6-HindIII CTGAGAAAGCTTGATACATACATATTCTTGTG 56 1000 HHKIIIterm_R 
HPHsm-F-pAN7 GCGCAAATCTAGAATTGCTTCCGATCTGGTAAAAGATTCACGA 65 HPHsm-R-pAN7 GCGCAAAGGATCCCGCGGTCGGCATCTACTCTATTCCTTTGCC 71 1600 HPH_Rbis 

 

ATCG : adaptateur ; ATCG : site de restriction enzymatique ; ATCG : séquence chevauchante ; ATCG : séquence de l’ADN à amplifier. 
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Tableau XIII. Amorces utilisées pour le développement des cassettes de délétion du gène HHKX. 

Amorce 
sens 

Séquence 5’ → 3’ 
Tm  

(°C) 

Amorce 
anti-sens 

Séquence 5’ → 3’ 
Tm  

(°C) 

Taille des 
amplicons (pb) 

Annotation 

Construction de la cassette de délétion HHKX  

Clonage dans le pPV189 → pAHHKX.1  

5’FP-HKX-ClaI CCATCGATGTAGCCTCCACTATGCGTAATTGT 62,5 5’RP-HKX-HindIII CCCAAGCTTTCCAGCTAAGAAGGACGTTGAAATA 63 1095 5’RF_HHKX_1 
3’FP-HKX-NotI ATAAGAATGCGGCCGCCAAGCTCGTCAAGAATAGAACTAGC 67 3’RP-HKX-BstXI ATGCATCCACCGCGGTGGAAAGAATGTTCGCTTGTTCGTTTTC 69 1125 3’RF_HHKX_1 

3’FP-HKX-NotIbis ATAAGAATGCGGCCGCCTCAAACAACGACTCGTCGAGAAAT 68 3’RP-HKX-BstXIbis ATGCATCCACCGCGGTGGGCTTTAATATGGCACTCGGTCACAG 71 748 3’RF_HHKX_1bis 

HKX-vérifFP AAGGTCCTCATCATCGCCAT 56 HKX-vérifRP CATCGAAAAGGGTCAGAGCG 56 1890 – 

Clonage dans le pAN7-1 → pAHHKX.7  

HKX-panBglII GAAGATCTGTAGCCTCCACTATGCGTAATTGT 61 HKX-panBstEII GCGCAAAGGTCACCTCCAGCTAAGAAGGACGTTGAAATA 67 1095 5’RF_HHKX_7 
HKX-pan7NaeI GCGCAAAGCCGGCCTCAAACAACGACTCGTCGAGAAAT 70 HKX-pan7XbaI GCTCTAGAGCTTTAATATGGCACTCGGTCACAG 62 1125 3’RF_HHKX_7 

Clonage dans le pAN8-1 → pAHHK.8  

HKX-panBglII GAAGATCTGTAGCCTCCACTATGCGTAATTGT 61 HKX-panBstEII GCGCAAAGGTCACCTCCAGCTAAGAAGGACGTTGAAATA 67 1095 5’RF_HHKX_8 
HKX-pan8XbaI GCTCTAGACTCAAACAACGACTCGTCGAGAAAT 62 HKX-pan8NdeI GGAATTCCATATGGCTTTAATATGGCACTCGGTCACAG 64 1125 3’RF_HHKX_8 

PCR fusion → AHHKX.F  

5’FP-HKX-ClaI CCATCGATGTAGCCTCCACTATGCGTAATTGT 62,5 HPH-HKX-fusB TCGTGAATCTTTTACCAGATCGGAAGCAATTCCAGCTAAGAAGGACGTTGAAATA 67 1205 5’RF_HHKX_F 
HPH-HKX-fusC TATTTCAACGTCCTTCTTAGCTGGAATTGCTTCCGATCTGGTAAAAGATTCACGA 67 HPH-HKX-fusD ATTTCTCGACGAGTCGTTGTTTGAGATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCA 69 2635 HPH_HHKX_F 
HPH-HKX-fusE TGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATCTCAAACAACGACTCGTCGAGAAAT 69 3’RP-HKX-BstXIbis ATGCATCCACCGCGGTGGGCTTTAATATGGCACTCGGTCACAG 71 1145 3’RF_HHKX_F 

 

ATCG : adaptateur ; ATCG : site de restriction enzymatique ; ATCG : séquence chevauchante ; ATCG : séquence de l’ADN à amplifier. 
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Figure 40. Construction des cassettes de délétion AHHKIII.7 et AHHKX.7 dans le vecteur plasmidique pAN7-1, 

AHHKIII.8 et AHHKX.8 dans le vecteur plasmidique pAN8-1. 

A. Les fragments 5’RF_HHK_7 ont été amplifiés à l’aide du couple d’amorces HHK-panBglII/HHK-panBstEII puis insérés au niveau des sites de restriction BglII et BstEII du pAN7-1. 

Les fragments 3’RF_HHK_7 ont été amplifiés par les amorces HHK-pan7NaeI et HHK-pan7XbaI puis insérés dans le pAN7-1 au niveau des sites de restriction NaeI et XbaI. Les 

plasmides pAHHKIII.7 (~ 8700 pb) et pAHHK.7 (~ 8650 pb) ainsi générés contiennent les cassettes de délétion AHHKIII.7 (~ 5850 pb) et AHHKX.7 (~ 5800 pb), respectivement. B. 

Les fragments 5’RF_HHK_8 ont été amplifiés à l’aide du couple d’amorces HHK-panBglII/HHK-panBstEII puis insérés au niveau des sites de restriction BglII et BstEII du pAN8-1. Les 

fragments 3’RF_HHK_8 ont été amplifiés par les amorces HHK-pan8XbaI et HHK-pan8NdeI puis insérés dans le pAN8-1 au niveau des sites de restriction XbaI et NdeI. Les plasmides 

pAHHKIII.8 (~ 7900 pb) et pAHHK.8 (~ 7850 pb) ainsi générés contiennent les cassettes de délétion AHHKIII.8 (~ 5350 pb) et AHHKX.8 (~ 5300 pb), respectivement.  

A. Hérivaux©2018 
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5.1.1. Clonage dans le pAN7-1 et le pAN8-1 

 S. apiospermum est un champignon qui est peu sensible à la plupart des molécules antifongiques 

ainsi qu’à de nombreuses drogues de sélection, comme démontré dans l’étude préliminaire que nous avons 

menée au début de cette thèse. A l’époque de l’initiation de ma thèse, seules l’HygB et la Phleo pouvaient 

être utilisées comme drogues de sélection chez notre champignon. Il est également important de souligner 

que l’HygB est préférée à la Phleo puisqu’elle entraîne moins de « bruit de fond » lors des étapes de 

sélection de la transgénèse. Nous avons ainsi, dans un premier temps, opté pour le clonage des extrémités 

5’RF et 3’RF dans les deux vecteurs les plus classiquement utilisés en génétique fongique : les plasmides 

pAN7-1 (Punt et al., 1987) et pAN8-1 (Mattern et al., 1988), contenant les marqueurs hph (conférant la 

résistance à l’HygB) et Shble (conférant la résistance à la Phleo), respectivement (Figure 40).  

 Les RF 5’ et 3’ de chaque gène ont été amplifiées par PCR conventionnelle. L’ensemble des amorces 

utilisées et la taille des amplicons attendue sont répertoriés dans les Tableau XII et XIII (Figure 41).  

 Les fragments amplifiés 5’RF_HHKIII_7 et 5’RF_HHKX_7 ont été digérés par le couple d’enzymes 

BglII et BstEII puis clonés au niveau des sites BglII et BstEII du pAN7-1. Dans un second temps, les 

extrémités 3’RF_HHKIII_7 et 3’RF_HHKX_7 ont été digérées par les endonucléases NaeI et XbaI puis 

insérées au niveau des sites NaeI et XbaI du pAN7-1. Les plasmides pAHHKIII.7 et pAHHKX.7 contiennent 

donc la cassette de délétion AHHKIII.7 ou AHHKX.7 incluant le gène de résistance à l’HygB (hph). 

 Parallèlement, les clonages des RF 5’ et 3’ ont été tentés dans le plasmide pAN8-1. A cet effet, les 

extrémités 3’RF_HHKIII_8 et 3’RF_HHKX_8 ont été digérées par le couple d’enzymes XbaI et NdeI puis 

clonées au niveau des mêmes sites dans le pAN8-1. Dans un second temps, les amplicons 5’RF_HHKIII_8 

et 5’RF_HHKX_8 ont été digérés par les endonucléases BglII et BstEII puis insérés au niveau de ces mêmes 

sites dans le pAN8-1. Les plasmides pAHHKIII.8 et pAHHKX.8 contiennent donc la cassette de délétion 

AHHKIII.8 ou AHHKX.8 incluant le gène de résistance à la Phleo (Shble). 

 Difficultés rencontrées. Bien que l’ensemble des régions 5’RF et 3’RF aient été amplifiées sans 

difficulté, nous ne sommes pas parvenus à construire les différentes cassettes de délétion des gènes HHKIII 

et HHKX dans les vecteurs plasmidiques pAN7-1 et pAN8-1. Aucune explication rationnelle n’a pu justifier 

ce phénomène. 

5.1.2. PCR fusion 

 La seconde stratégie que nous avons expérimentée afin de construire nos cassettes de délétion 

des gènes HHKIII et HHKX a été la PCR fusion (Figure 42).   

 L’ensemble des fragments de PCR fusion a été amplifié à l’aide de la Q5® High-Fidelity DNA 

Polymerase. L’extrémité 5’RF_HHK_F du gène ciblé a été amplifiée à l’aide des amorces 5’FP-ClaI et fusB. 

Il en est de même pour le fragment 3’RF_HHK_F mais avec les amorces 3’RP-BstXI et fusE. Le gène de 

sélection hph correspond à l’amplification de la cassette de sélection à l’HygB du pAN7-1 à l’aide des 

amorces fusC et fusD (Figure 43.A) (Tableau XII et XII).  
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Figure 41. Amplification des fragments 5’RF et 3’RF des gènes HHKIII et HHKX nécessaires à la 

construction des cassettes de délétion AHHKIII.7, AHHKIII.8, AHHKX.7 et AHHKX.8 

par clonage dans les plasmides pAN7-1 et le pAN8-1. 

L’ensemble des fragments, mesurant environ 1000 pb, a été amplifié par PCR conventionnelle à l’aide de la GoTaq® 

G2 Flexi DNA Polymerase.  

 

Figure 42. Construction des cassettes de délétion AHHKIII.F et AHHKX.F par PCR fusion. 

Les trois fragments composant les cassettes de délétion AHHKIII.F et AHHKX.F ont tout d’abord été amplifiés 

indépendamment. Le fragment 5’RF_HHK_F a été amplifié à l’aide des amorces 5’FP-HK-ClaI et HPH-HK-fusB à partir 

du gène cible. Le fragment 3’RF_HHK_F a été amplifié à partir du gène cible à l’aide du couple d’amorces HPH-HK-

fusE/3’RP-HK-BstXI. Le dernier fragment qui correspond à l’amplification de la cassette de résistance à l’hygromycine 

B du pAN7-1 (~ 2650 pb) a été amplifié à l’aide des amorces HPH-HK-fusC et HPH-HK-fusD. Suite à cette première 

étape d’amplification, les trois fragments qui présentaient des régions chevauchantes à leurs extrémités ont été 

obtenus. La seconde étape a consisté à réaliser une nouvelle amplification en présence de nos 3 fragments chimériques 

afin de générer les cassettes de délétion. Cette nouvelle étape a été réalisée avec les amorces 5’FP-HK-ClaI et 3’RP-

HK-BstXI. Les cassettes de délétion ainsi générées mesurent environ 4900 pb pour l’AHHKIII.F et 5000 pb pour 

l’AHHKX.F.

A. Hérivaux©2018 
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Figure 43. Amplification des fragments de PCR nécessaires à la construction des cassettes de délétions 

AHHKIII.F et AHHKX.F et génération des cassettes de délétion par PCR fusion. 

A. Les fragments 5’5R_HHK_F et 3’RF_HHK_F sont attendus à la taille d’environ 1000 pb. Les fragments HPH_HHK_F 

sont attendus à environ 2650 pb. Les fragments ont été amplifiés à l’aide de la Q5® High-Fifdelity DNA Polymerase. B. 

Les cassettes AHHKIII.F et AHHKX.F ont été obtenues par PCR fusion (~ 5000 pb). 

 

Figure 44. Amplification des fragments 5’RF et 3’RF des gènes HHKIII et HHKX nécessaires à la 

construction des cassettes de délétion AHHKIII.1 et AHHKX.1 par clonage dans le pPV189. 

L’ensemble des fragments, mesurant environ 1100 pb, a été amplifié par PCR conventionnelle à l’aide de la GoTaq® 

G2 Flexi DNA Polymerase.
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 Les trois fragments nécessaires à la construction de chacune des cassettes de délétion ont été mis 

en contact puis l’amplification a été réalisée selon le principe de la PCR fusion, sans effectuer d’étape 

intermédiaire. Les deux cassettes de délétion AHHKIII.F et AHHKX.F ont été rapidement obtenues par cette 

approche (Figure 43.B). La seule limite de cette méthode est la faible quantité d’ADN générée lors de 

l’étape finale de la PCR fusion. 

 Remarques. La possibilité d’utiliser les constructions décrites ci-dessus pour la transgénèse de S. 

apiospermum a été remise en question. En effet, dans l’entrefait la nouvelle souche ku70 a été générée 

et validée dans l’équipe et le gène de résistance Shble est à présent intégré (et « condamné ») au locus 

du gène ku70 (voir la description de la souche ku70 ci-après). L’utilisation des cassettes AHHKIII.7, 

AHHKX.7, AHHKIII.F et AHHKX.F incluant le gène de résistance à l’HygB sans la présence d’un système de 

recyclage ne serait donc à terme plus judicieuse dans l’équipe dans l’optique de générer des souches 

mutées puis complémentées à partir de la souche ku70 avec le seul et unique marqueur hph. Nous nous 

sommes donc orientés à ce stade vers la construction de cassettes d’invalidation incluant un système de 

recyclage du marqueur de sélection hph. 

5.1.3. Clonage dans le pPV189 

 Dans l’optique de n’utiliser que l’HygB comme drogue de sélection pour créer des souches 

mutantes dans la souche ku70, il apparaissait nécessaire d’avoir recours à un système de recyclage afin 

de pouvoir complémenter la souche mutante avec le même marqueur hph lors d’une seconde étape de 

transgénèse. C’est pourquoi nous nous sommes alors orientés vers des constructions moléculaires sur la 

base du plasmide pPV189. 

 Le vecteur pPV189 est un plasmide qui a été généré au laboratoire par le Dr. Vandeputte P. Il 

renferme la cassette de résistance à l’HygB, issue du pAN7-1 (Punt et al., 1987). Le vecteur contient 

également un système de recyclage du marqueur de sélection basé sur la flippase (système FLP/FRT). 

L’expression du gène codant cette FLP est sous la dépendance de la séquence promotrice PPcXYL (inductible 

par le xylose). Les séquences de reconnaissance de la recombinase (les fragments FRT) sont disposés de 

part et d’autre de la cassette de sélection. Comme évoqué précédemment dans l’introduction, le système 

FLP/FRT est un outil moléculaire qui reste de grande taille : 9,51 kb (cf Analyse bibliographique, 4. 

Outils moléculaires).  

 Les RF 5’ et 3’ de chaque gène ont été amplifiées par PCR conventionnelle (Figure 44). Les 

amorces nécessaires aux amplifications et la taille attendue des amplicons sont répertoriées dans les 

Tableau XII et XIII. Les extrémités des amplicons 3’RF_HHKIII_1 et 3’RF_HHKX_1 ont été digérées par 

le couple d’enzymes NotI et BstXI puis clonées au niveau des mêmes sites dans le pPV189. Dans un second 

temps, les extrémités de la PCR 5’RF_HHKIII_1 et 5’RF_HHKX_1 ont été digérées par les endonucléases 

ClaI et HindIII puis insérées au niveau de ces sites dans le pPV189. Les plasmides pAHHKIII.1 et pAHHKX.1 

ainsi obtenus contiennent donc la cassette de délétion du gène HHKIII ou HHKX incluant le gène de  
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Figure 45. Construction des cassettes de délétion AHHKIII.1 et AHHKX.1 

dans le vecteur plasmidique pPV189. 

Les fragments 5’RF_HHK_1 ont été amplifiés à l’aide du couple d’amorces 5’FP-HHK-ClaI/5’RP-HHK-HindIII puis insérés 

au niveau des sites de restriction ClaI et HindIII du pPV189. Les fragments 3’RF_HHK_1 ont été amplifiés par les 

amorces 3’FP-HKK-NotI et 3’RP-HHK-BstXI puis insérés dans le pPV189 au niveau des sites de restriction NotI et BstXI. 

Les plasmides pAHHKIII.1 (~ 11800 pb) et pAHHKX.1 (~ 11750 pb) ainsi générés contiennent les cassettes de délétion 

AHHKIII.1 (~ 8900 pb) et AHHKX.1 (~ 8850 pb), respectivement. 

  

A. Hérivaux©2018 
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Figure 46. Vérification des constructions plasmidiques pAHHKIII.1 et pAHHKX.1. 

A. Le plasmide pAHHKIII.1 a été validé après digestion par différentes enzymes de restriction. Les profils de digestion 

attendus en fonction des enzymes sont les suivants : EcoRI : ~ 5700, 2550, 2400 et 1100 pb, KpnI : ~ 10000 et 800 

pb, ClaI/BstXI : ~ 7950, 2900, 800 et 150 pb, NotI/BstXI : ~ 6800, 3050, 1150 et 800 pb, ClaI/HindIII : ~ 10650 et 

1150 pb. B. Le plasmide pAHHKX.1 a été validé après digestion par différentes enzymes de restriction. Les profils de 

digestion attendus en fonction des enzymes sont les suivants : BamHI : ~ 7100 et 4650 pb, KpnI : ~ 9950 et 1750 

pb, NaeI : ~ 9600 et 2150 pb, NcoI : ~ 6350, 3950 et 1450 pb, PciI : ~ 11750 pb, NotI/AleI : ~ 7350, 3150, 1150 et 

150 pb, PciI/HindIII : ~ 10200 et 1550 pb.  
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résistance à l’HygB (hph) et le système de recyclage du marqueur de sélection FLP/FRT (Figures 45 et 

46). 

 Difficultés rencontrées. La cassette AHHKIII.1 a rapidement été générée. En revanche, nous 

avons connu quelques difficultés pour la construction de la cassette AHHKX.1. Tout d’abord, l’amplification 

de l’extrémité 3’RF de l’HHKX n’a pas pu être réalisée avec les premières amorces synthétisées, à savoir 

3’FP-HKX-NotI et 3’RP-HKX-BstXI. Cet écueil a été écarté grâce aux secondes amorces 3’FP-HKX-NotIbis 

et 3’RP-HKX-BstXIbis. Ensuite, nous avons rencontré des difficultés à cloner l’extrémité 5’RF_HHKX_1. 

Face à cette impasse, l’hypothèse dressée concernait la compétence de nos cellules Escherichia coli DH5α. 

Dans le doute, nous avons généré de nouvelles bactéries compétentes ce qui au final a permis d’obtenir la 

seconde construction. 

5.1.4. Conclusion générale 

 Au final, différentes cassettes de délétion ont été générées pour chacun des gènes HHKIII et HHKX. 

La première série de cassettes (AHHKIII.F et AHHKX.F) a été obtenue grâce au principe de la PCR fusion. 

Cependant, celles-ci ne contiennent pas de système de recyclage du marqueur de sélection. Suite à la 

disponibilité de la souche ku70, une seconde série de constructions (AHHKIII.1 et AHHKX.1) contenant à 

la fois une cassette de sélection à l’HygB et un système de recyclage du marqueur a alors été générée. 

Grâce à l’obtention de ces différentes cassettes de délétion, nous avons alors pu envisager d’invalider les 

gènes HHKIII et HHKX chez S. apiospermum. 

5.2. Caractérisation fonctionnelle du gène HHKIII  

5.2.1. Délétion du gène HHKIII 

 Chez de nombreux champignons filamenteux, la méthode de choix pour réaliser la transgénèse 

d’un ADN exogène repose sur la transformation de protoplastes, de petites entités fragiles puisque 

dépourvues de paroi, en appliquant un choc thermique en présence de PEG et d’ions chlorures de calcium 

(cf Partie II, 2. Matériels et méthodes) (Turgeon et al., 2010 ; Liu et Friesen, 2012).  

a) Construction de la souche S. apiospermum ku70 

 Les premiers essais de transgénèse menés au laboratoire sur S. apiospermum ont été initiés par 

le Dr. Vandeputte P. L’objectif de la transgénèse était de déléter le gène CYR1 qui code une adénylate 

cyclase qui pourrait être à l’origine de la résistance des levures et des moisissures aux antifongiques azolés. 

Comme observé chez la plupart des autres modèles filamenteux, ces premières expérimentations ont 

confirmé la difficulté à obtenir des mutants ciblés dans la souche sauvage IHEM 14462. C’est pourquoi le 

Dr. Vandeputte P. s’est attelé à la construction d’une souche ku70 chez S. apiospermum. 

 Le développement d’une souche ku70 requiert la construction d’une cassette de délétion 

contenant bien entendu un premier marqueur de sélection. A l’époque où la construction d’une telle souche 

a été initiée, S. apiospermum était connu pour n’être sensible qu’à l’HygB et à la Phleo. De plus, aucun  
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Figure 47. Stratégie globale d’invalidation de gènes adoptée au laboratoire pour S. apiospermum. 

La stratégie globale d’invalidation de gènes développée au laboratoire se déroule selon 4 étapes. A. Une 

souche réceptrice ku70 de S. apiospermum est générée de façon à inhiber les mécanismes de 

recombinaison non-homologues, décrits chez les champignons filamenteux. B.  Le gène cible est invalidé 

après l’intégration, par recombinaison homologue (RH), d’une cassette d’invalidation dans le génome de la 

souche réceptrice au locus ciblé. Cette cassette contient le gène de résistance à l’hygromycine B (hph) 

dont l’expression constitutive dépend du PAngpdA et du TAntrpC d’Aspergillus nidulans. Elle contient également 

le gène de la flippase dont l’expression est régulée par le promoteur inductible au xylose (PPcxyl). Les 

séquences de recombinaison spécifiques de la recombinase (FRT) sont ajoutées de part et d’autre de la 

cassette de sélection. Les régions flanquantes (RF) 5’ et 3’ du gène cible bordent de chaque côté la cassette 

de délétion. C. La recombinase est induite sur un milieu contenant uniquement du xylose comme source 

de carbone. La cassette de sélection est excisée, laissant place à un fragment FRT résiduel. D. Le gène 

cible est ré-introduit dans le génome de la souche mutante de façon à générer une souche complémentée. 

La sélection de la souche complémentée est réalisée en utilisant de nouveau le marqueur hph puisque ce 

dernier a été éliminé du génome de la souche mutante au cours de l’étape précédente. 

A. Hérivaux©2018 
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système de recyclage de gènes n’étant encore validé à cette époque au laboratoire, le gène qui servirait à 

construire la souche ku70 serait condamné à ce locus et ne pourrait donc pas être utilisé par la suite pour 

d’éventuelles autres délétions de gènes. Le gène de résistance à la Phleo (Shble) a été choisi pour déléter 

le gène ku70. La cassette de sélection insérée au locus du gène ku70 est issue du pAN8-1 (Mattern et al., 

1988) et se compose du gène de résistance Shble encadré par le promoteur PAnGPDA et le terminateur TAnTRPC 

d’A. nidulans. La stratégie globale d’invalidation de gènes appliquée à cette souche de S. apiospermum au 

laboratoire est présentée à travers la Figure 47.  

 A l’exception de la transgénèse du pAHHKIII.1 dans la souche IHEM 14462, l’ensemble des essais 

de transgénèse a été réalisé dans cette nouvelle souche ku70. Ces différentes expérimentations sont 

détaillées ci-après. 

b) Transformation de la souche sauvage S. apiospermum IHEM 14462 

 Suite à l’intégration d’une cassette de sélection, et donc d’un gène de résistance à une drogue 

dans le génome d’un champignon, les transformants qui ont intégré cette cassette sont normalement 

résistants à la drogue correspondante. Au total, une dizaine d’expériences indépendantes de transformation 

de la souche sauvage IHEM 14462 ont été réalisées en présence du pAHHKIII.1 linéarisé par l’endonucléase 

ClaI. Seulement 4 de ces expérimentations ont permis d’obtenir des transformants (appelés AHSaHHKIII.1) 

résistants à l’HygB sur les boîtes de sélection au nombre de 10, 22, 4 et 118. Les transformants issus des 

3 premiers essais se sont révélés sensibles à l’HygB après un second repiquage sur le milieu de sélection. 

En revanche, les 118 autres transformants AHSaHHKIII.1 se sont révélés résistants même après plusieurs 

repiquages sur un milieu contenant la drogue HygB. 

 Difficultés rencontrées. Sur 10 transformations, une seule semble avoir permis d’obtenir de 

réels transformants AHSaHHKIII.1. Certains essais de transformation n’ont même pas pu être menés 

jusqu’à leur terme puisque la faible quantité de protoplastes obtenue après digestion des filaments 

mycéliens s’est souvent révélée un facteur limitant. La méthode de transformation employée semble donc 

peu reproductible. Le second facteur limitant peut être la quantité d’ADN mis en contact avec les 

protoplastes au cours de la transformation. En effet, généralement 5 µg d’ADN sont utilisés par essai. Il se 

peut que la quantité de matériel nucléique ne soit pas suffisante, d’autant plus que la taille du pAHHKIII.1 

est élevée (11,8 kb) ce qui peut s’avérer délétère pour l’intégration de ce vecteur. 

c) Transformation de la souche S. apiospermum ku70 

 La première stratégie de transformation de la souche ku70 présentée ici a consisté en l’intégration 

de la cassette de sélection contenue dans le pAHHKIII.1 (contenant un système de recyclage), après 

linéarisation par l’enzyme ClaI. Une dizaine d’essais de transformation ont été menés. Une seule expérience 

a permis de générer 46 transformants, identifiés AHSaHHKIII.2. Seuls 4 de ces transformants 

(AHSaHHKIII.2.2, 8, 10 et 32), ceux qui présentaient une croissance rapide sur milieu gélosé en présence 

de 50 µg.mL-1 d’HygB, ont été sélectionnés pour poursuivre les analyses. Nous avons en parallèle souhaité 

expérimenter nos cassettes générées par PCR fusion. Ainsi, dans un second temps, une transformation 
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réalisée en présence de la cassette de délétion AHHKIII.F (ne contenant pas de système de recyclage) a 

permis d’obtenir 2 transformants, annotés AHSaHHKIII.F, qui se développaient également rapidement sur 

le milieu de sélection. 

 Difficultés rencontrées. Nous avons de nouveau observé des difficultés à transformer notre 

souche S. apiospermum. Les facteurs potentiellement limitant à évoquer sont les mêmes que ceux 

mentionnés précédemment lors de la transformation de la souche sauvage IHEM 14462 avec le pAHHKIII.1. 

D’autre part, il semblerait que ces nouveaux résultats confirment que la taille de la cassette de sélection 

impacte la capacité avec laquelle elle sera intégrée dans le génome du champignon. En effet, la cassette 

AHHKIII.F mesure environ 4,9 kb contre 11,8 kb pour le pAHHKIII.1 (sachant que la cassette AHHKIII.1 

mesure seulement 7,7 kb mais la construction ne nous permet par de l’extraire du plasmide par digestion 

enzymatique). Une seule transformation en présence de la cassette AHHKIII.F a permis de générer 2 

transformants contre une dizaine de tentatives pour le pAHHKIII.1. De ce fait, la taille de la cassette de 

sélection devra être optimisée au maximum en vue des prochaines constructions. 

d) Conclusion générale 

 Un grand nombre de transformants AHSaHHKIII.1 a été obtenu après transgénèse de la souche 

sauvage IHEM 14462. Cependant, le risque de recombinaison non homologue de la cassette de délétion 

dans le génome de la souche sauvage nécessite impérativement la caractérisation moléculaire des 

transformants pour s’assurer qu’il s’agisse réellement de mutants ciblés au locus HHKIII. En ce qui 

concerne la transgénèse des cassettes dans le génome de la ku70, le taux de recombinaison homologue 

au locus ciblé est normalement de 95 à 99% (Da Silva Ferreira et al., 2006 ; Goins et al., 2006 ; Choquer 

et al., 2007 ; Villalba et al., 2008 ; Xu et al., 2014a). Il est tout de même indispensable de caractériser au 

niveau moléculaire les clones résistants issus de la transformation de la souche ku70. 

5.2.2. Caractérisation moléculaire des transformants AHSaHHKIII 

 La caractérisation moléculaire d’un transformant obtenu suite à une étape de transgénèse est 

indispensable, d’autant plus chez les champignons filamenteux puisque les mécanismes de recombinaison 

« illégitimes » favorisent l’intégration ectopique de la cassette de délétion. L’amplification de l’ADN par PCR 

peut permettre de mettre en évidence l’intégration de la cassette dans le génome du champignon. 

Cependant, seule la technique du Southern blot, suite à l’hybridation d’une sonde sur l’ADN, permet 

d’affirmer que la cassette a bien été intégrée au locus ciblé. 

a) Caractérisation moléculaire des transformants AHSaHHKIII par PCR 

 Avant de pouvoir réaliser les PCR de vérification et les Southern blot, l’ADN génomique des 

différents transformants doit être extrait. Sur les 118 transformants AHSaHHKIII.1, l’ADN a été extrait 

pour 101 de ces souches. En ce qui concerne les 17 clones transformés restants, soit leur capacité de 

développement sur un milieu contenant de l’HygB était trop faible, donc ne permettait pas de pouvoir  
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Figure 48. Caractérisation moléculaire des transformants AHSaHHKIII.1 par PCR. 

A. Validation de l’extraction de l’ADN des transformants AHSaHHKIII.1 (amorces 3’FP-HKIII-NotI et 3’RP-HKIII-BstXI : 

~ 1150 pb). B. Validation de l’insertion du gène de résistance à l’hygromycine B (amorces HPH-F et 3’RP-HKIII-BstXI 

: ~ 1950 pb). C. Validation de l’absence du gène sauvage HHKIII (amorces HKIII-vérifFP et HKIII-vérifRP : ~ 1950 

pb). 
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extraire l’ADN par manque de matériel fongique, soit la croissance du transformant était totalement inhibée 

par 50 µg.mL-1 d’HygB dans le milieu gélosé. 

 Trois amplifications différentes ont été effectuées afin de vérifier i) que l’ADN du champignon a 

bien été extrait en amplifiant la région 3’RF en aval du gène HHKIII (amorces 3’FP-HKIII-NotI et 3’RP-

HKIII-BstXI), ii) que la cassette de sélection a bien été insérée dans le génome du champignon en 

amplifiant la séquence du terminateur TAnTRPC jusqu’à l’extrémité 3’RF de la cassette (amorces HPH-F 

GGTTGACGGCAATTTCGATG et 3’RP-HKIII-BstXI) et iii) que le gène sauvage était bien absent du génome 

du champignon (amorces HKIII-vérifFP et HKIII-vérifRP). Pour chacune de ces PCR, la taille de l’amplicon 

attendue est de 1145 pb, 1950 pb et 1945 pb, respectivement (Figure 48). 

 La majorité des souches transformées AHSaHHKIII.1 (62%, 62/101) n’a pas intégré la cassette 

de délétion AHHKIII.1 puisque la PCR correspondante était négative. La PCR permettant de mettre en 

évidence le gène sauvage s’est révélée positive chez 96% de ces isolats (59/62) c’est-à-dire que pour 3 

isolats ni la cassette ni le gène sauvage n’ont pu être mis en évidence.  

 Sur l’ensemble des transformants AHSaHHKIII.1 testés, l’insertion de la cassette n’a été validée 

que chez 39 isolats. Parmi ces 39 isolats, seuls 14 semblent ne plus posséder le gène HHKIII, soit 36% 

(14/39). En effet, pour les autres isolats la cassette de délétion a été intégrée mais elle ne semble pas 

s’être recombinée au locus du gène HHKIII puisque la PCR permettant de mettre en évidence le gène 

sauvage était positive.  

 En conclusion, 14% des transformants (14/101) testés semblent avoir intégré la cassette de 

délétion du gène HHKIII au locus ciblé et 25% semblent avoir intégré la cassette de façon ectopique 

(25/101). Ces résultats confirment la difficulté à insérer un ADN exogène dans le génome d’un organisme 

puisque la cassette de délétion est détectée pour moins de la moitié des transformants AHSaHHKIII.1 

testés. De plus, ils confirment la difficulté à intégrer une cassette de délétion à un locus ciblé dans le 

génome d’un champignon filamenteux. 

 Les résultats obtenus à travers les PCR de vérification permettent d’éliminer un grand nombre de 

transformants pour lesquels la PCR de détection du gène sauvage est positive. Cependant, ces résultats 

restent indicatifs et sont à interpréter avec précaution. En effet, il est arrivé qu’une PCR négative se révèle 

finalement positive suite à un second essai (1 isolat s’est révélé positif à l’intégration de la cassette de 

délétion et 7 isolats se sont révélés positifs à la présence du gène sauvage lors d’un second essai de PCR). 

C’est pourquoi il est essentiel de confirmer les résultats préliminaires obtenus à l’aide des PCR par la 

technique du Southern blot.  

 L’extraction d’ADN a enfin été réalisée pour 4 transformants AHSaHHKIII.2 (n°2, 8, 10 et 32) 

sélectionnés suite à la transgénèse de la cassette AHHKIII.1 dans la souche ku70. Les transformations 

ayant été réalisées dans la souche ku70, nous avons directement testé les transformants AHSaHKIII.2 

par Southern blot. De plus, les PCR précédemment réalisées sur les transformants AHSaHHKIII.1 ne  
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Figure 49. Caractérisation moléculaire des transformants AHSaHHKIII.1.111A 

et AHSaHHKIII.2.2B, 8A, 10C et 32A par Southern blot. 

 

Figure 50. Caractérisation moléculaire des transformants AHSaHHKIII.1.111A 

et AHSaHHKIII.2.2B, 8A, 10C par Southern blot. 

  

A. Hérivaux©2018 
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présentant pas une fiabilité de 100%, cette étape préliminaire ne sera pas reconduite lors des prochaines 

études. 

b) Caractérisation moléculaire des transformants AHSaHHKIII par Southern blot 

 La technique du Southern blot repose sur l’hybridation d’une sonde marquée qui va se fixer 

spécifiquement sur la région de l’ADN génomique correspondante. Elle permet de mettre en évidence un 

polymorphisme de restriction, qui aura été identifié au préalable, entre le génome de la souche sauvage 

et celui de la souche mutante. Le but de la caractérisation moléculaire par Southern blot des transformants 

est donc d’obtenir des fragments de tailles différentes qui permettront de valider, ou non, l’intégration de 

la cassette de délétion au locus ciblé. Il est essentiel de rappeler ici qu’avant de procéder à l’extraction de 

l’ADN des clones transformants, un isolement monospore a été réalisé (3 monospores par clone annotées 

A, B et C). Ainsi, les Southern blot ont été réalisés sur les monospores AHSaHHKIII.1.111A et 

AHSaHHKIII.2.2B, 8A, 10C et 32A. 

 La caractérisation moléculaire des clones transformants AHSaHHKIII.1 et AHSaHHKIII.2 a été 

réalisée en parallèle. Comme illustré sur la Figure 49, l’utilisation de l’enzyme EcoRI permet normalement 

d’obtenir un polymorphisme de restriction puisqu’une bande est attendue à 4 kb pour les deux souches 

sauvages alors que deux bandes (> 10 kb et 1,1 kb) sont attendues pour les souches mutées. Les résultats 

observés ont permis de valider les clones AHSaHHKIII.2.2B, 8A et 10C comme souches mutantes. En 

revanche, la souche AHSaHHKIII.2.32C présente à la fois la bande sauvage et celles pour la souche mutée, 

ce qui signifie que dans cette souche, la cassette de délétion a bien été intégrée mais à un locus différent 

de celui du gène HHKIII. 

 Le choix de l’enzyme de restriction n’est pas optimal puisqu’une bande de plus de 10 kb est 

attendue pour les clones mutants AHSaHHKIII. Cependant, à cette taille il ne nous est pas vraiment 

possible de distinguer s’il s’agit réellement du fragment attendu ou si cette bande correspond à de l’ADN 

non digéré. De plus, la sonde ne s’est pas fixée à l’ADN de la souche sauvage IHEM 14462 et du 

transformant AHSaHHKIII.1.111A. C’est pourquoi une seconde expérience a été effectuée à l’aide d’une 

nouvelle endonucléase, XhoI (Figure 50). Grâce à cette nouvelle digestion, les mutants AHSaHHKIII.2.2B 

et 8A ont été de nouveau validés dans la souche ku70 ainsi que le clone AHSaHHKIII.1.111A dans la 

souche sauvage IHEM 14462. En revanche la sonde ADN ne s’est pas hybridée avec le clone 

AHSaHHKIII.2.10C, sans justification particulière à évoquer. Ainsi, l’étude du clone AHSaHHKIII.2.10C n’a 

pas été poursuivie.  

 Pour conclure, des souches mutées pour le gène HHKIII ont bien été obtenues à la fois dans la 

souche sauvage et la souche ku70. A travers ces premiers résultats, il est nettement démontré que 

l’intégration d’un ADN exogène au locus ciblé est facilitée par l’utilisation d’une souche dans laquelle le 

complexe protéique Ku70/Ku80/Lig4 n’est plus fonctionnel. De plus, l’ensemble de ces souches possédant 

le système de recyclage, l’étape suivante consistera donc à exciser le marqueur de sélection des loci mutés  
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Figure 51. PCR de vérification de l’excision du marqueur de sélection à l’hygromycine B 

chez les mutants AHSaHHKIII.2. 

Validation de l’excision du marqueur de résistance à l’hygromycine B (amorces 5’FP-HKIII-ClaI et 3’RP-HKIII-BstXI : 

~ 2400 pb) chez A. les transformants AHSaHHKIII.2.X et B. les transformants AHSaHHKIII.2.Y. 

 

Figure 52. Caractérisation moléculaire des transformants AHSaHHKIII.2.X228 et Y19 par Southern blot.

A. Hérivaux©2018 
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afin de pouvoir réutiliser le gène de résistance à l’HygB dans le cadre de la construction de la cassette de 

complémentation.  

5.2.3. Complémentation des mutants AHSaHHKIII 

 Les tests de sensibilité menés sur les spores et les protoplastes de S. apiospermum IHEM 14462, 

dans le but d’identifier de nouveaux marqueurs de sélection, n’ont pas été concluants. Le gène de 

résistance à la Phleo (Shble) ayant servi à la délétion du gène ku70, seul le gène de résistance à l’HygB 

(hph) a pu être utilisé dans les stratégies de délétion des gènes HHKs. Cependant, comme mentionné dans 

l’introduction, la réalisation de plusieurs transgénèses dans une même souche nécessite plusieurs 

marqueurs de sélection (cf Analyse bibliographique, 4. Outils moléculaires). Pour contourner ce 

problème, nous avons développé et utilisé le système recombinase FLP/FRT qui nous permettra d’exciser 

le gène de résistance hph, et donc d’envisager sa réutilisation comme marqueur de sélection chez nos 

mutants dans le but d’obtenir la souche complémentée par réintégration d’un allèle sauvage. Les différentes 

stratégies de complémentation des clones mutants sont envisagées et présentées ci-dessous. 

a) Excision du marqueur de sélection 

 Suite à l’induction de l’expression de la FLP par culture des souches mutantes en milieu liquide 

contenant du xylose, certaines spores isolées des souches mutantes AHSaHHKIII.2 ne poussaient pas sur 

milieu gélosé YPDA contenant 50 µg.mL-1 d’HygB. Ces premiers résultats étaient donc encourageants et 

en faveur de l’excision du gène de résistance hph. Afin de conforter ces résultats préliminaires, des PCR 

conventionnelles ont été réalisées sur l’ADN génomique des spores fongiques afin d’amplifier la cassette 

de délétion à l’aide du couple d’amorces 5’FP-HKIII-ClaI/3’RP-HKIII-BstXI. Dans cette approche, si le 

marqueur de sélection n’a pas été excisé l’amplicon avoisinera les 8,9 kb tandis que si l’excision du 

marqueur s’est effectuée, l’amplicon généré ne mesurera plus qu’environ 2,4 kb. La Figure 51 montre que 

le gène de résistance hph a bien été excisé puisqu’une bande de 2,4 kb a été amplifiée pour les clones. 

Ainsi, le clone AHSaHHKIII.2.X228 correspond au clone AHSaHHKIII.2.2B pour lequel le marqueur de 

sélection hph a été excisé et le clone AHSaHHKIII.2.Y19 de la même façon correspond au clone 

AHSaHHKIII.2.8A n’ayant plus la cassette de sélection à l’HygB. 

 Pour conforter la première approche de validation, les souches AHSaHHKIII.2 dans lesquelles le 

marqueur de résistance vis-à-vis de l’HygB a potentiellement été excisé ont été validées par Southern blot. 

Deux enzymes, HindIII et KpnI, ont été utilisées pour digérer les ADN génomiques des souches 

AHSaHHKIII.2.2B et 8A et des souches AHSaHHKIII.2.X228 et Y19. Les polymorphismes de restriction 

attendus sont illustrés sur la Figure 52. Après hybridation de la sonde 3’RF-HHKIII, trois profils différents 

sont bien observés entre la souche parentale, la souche mutante et la souche mutante présentant l’excision 

du marqueur hph, bien que les profils de restriction ne soient pas identiques à ceux attendus.  

 Contrairement aux essais d’induction qui ont fonctionné dès la première tentative pour les souches 

AHSaHHKIII.2, la manipulation s’est révélée plus complexe chez AHSaHHKIII.1.111A. En effet, en nous 

basant sur les résultats précédemment obtenus nous pensions générer des clones dans lesquels le  



Partie expérimentale – HKs : caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   278 

 

Figure 53. Amplification des fragments de PCR nécessaires à la construction de la cassette de 

complémentation du gène HHKIII par clonage dans la pBluescript II KS +. 

Amplifications réalisées avec la Q5® High-Fidelity DNA Polymerase. Les fragments HHKIII_R, HPH_R et HHKIIIterm_R 

sont attendus aux tailles respectives de ~ 6100, 1400 et 1000 pb. 
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Figure 54. Construction de la cassette de complémentation AHHKIII.R dans le vecteur plasmidique pBluescript II KS +.  

A. Le fragment HHKIIIterm_R a été amplifié à l’aide du couple d’amorces HHKIII-rev5-BamHI/HHKIII-rev6-HindIII puis inséré au niveau des sites de restriction BamHI et HindIII du 

pKS. Les fragments pBluescript II KS + aboutissant au plasmide pAHHKIII.R1. B. Le fragment HHKIII_Rbis a été amplifié à l’aide du couple d’amorces HPHsm-R-pAN7/ HPHsm-R-

pAN7 puis inséré au niveau des sites de restriction NotI et XbaI du pAHHKIII.R1 aboutissant au pAHHKIII.R2. C. La construction finale pAHHKIII.R3 (~ 11450 pb dont ~ 8550 pb 

correspondant à la cassette de complémentation AHHKIII.R) résulte de l’insertion de la cassette de résistance à l’hygromycine B optimisée du pAN7-1 (amorces HKIII-rev3-XbaI et 

HKIII-rev4-BamHI, ~ 1600 pb) au niveau des sites XbaI et BamHI du pAHHKIII.R2. 

A. Hérivaux©2018 
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marqueur de résistance vis-à-vis de l’HygB a potentiellement été excisé en 24 h. Seulement, ces spores 

ne se sont développées qu’après 72 h d’incubation dans le milieu d’induction. Ces clones, au nombre de 6, 

devront être validés par PCR et Southern blot.  

 Le système FLP semble donc fonctionnel chez S. apiospermum car une excision du marqueur de 

sélection a pu être observée dans toutes les souches AHSaHHKIII.2 validées précédemment par Southern 

blot. Le protocole d’induction de l’excision du marqueur de sélection devra cependant être optimisé puisque 

nous avons révélé un faible taux d’excision au cours de ces expérimentations préliminaires.  

b) Construction de la cassette de complémentation 

 Le gène de résistance hph ayant été excisé, la stratégie de complémentation repose sur la 

construction d’une cassette contenant l’allèle sauvage du gène HHKIII et la cassette de sélection à l’HygB. 

Cette construction sera réalisée dans le vecteur pBluescriot II KS + (pKS) qui présente l’avantage de 

posséder un site multiple de clonage (SMC) qui facilitera les manipulations moléculaires. 

 Les trois fragments qui constituent la cassette de complémentation du gène HHKIII ont été 

amplifiés par PCR conventionnelle en utilisant la Q5® High-Fidelity DNA Polymerase. En effet, il est conseillé 

d’utiliser cette polymérase processive pour l’amplification de grands fragments. De plus, s’agissant 

également d’une polymérase fidèle, la génération de mutations qui pourraient être délétères pour la 

stratégie de complémentation sera limitée. Le premier fragment correspondant à l’amplification du gène 

HHKIII sans son terminateur (HHKIII_R) mesure 6,1 kb. Le troisième fragment qui correspond lui au 

terminateur du gène HHKIII (HHKIIIterm_R) ne mesure pourtant que 1 kb mais n’a pu être amplifié qu’avec 

cette polymérase. Le fragment central correspond à une version optimisée de la cassette de résistance à 

l’HygB (HPH_R) puisqu’elle ne mesure plus que 1,4 kb (Figure 53) (Lorang et al., 2001). En effet, cette 

séquence a été amplifiée à partir du pCT74, grâcieusement fourni par le Pr. Guillemette T. (IRHS, Université 

d’Angers), et se caractérise par l’absence de terminateur et d’une réduction de la taille de la séquence 

promotrice. Les amorces utilisées et la taille des amplicons attendue sont répertoriées dans le Tableau 

III. 

 Les fragments HHKIII_R, HPH_R et HHKIIIterm_R ont été digérés par les couples d’endonucléases 

respectifs suivants, NotI/XbaI, XbaI/BamHI et BamHI/HindIII. Le fragment HHKIIIterm_R a tout d’abord été 

inséré au niveau des sites BamHI/HindIII du pKS générant le pAHHKIII.R1. Ensuite, le fragment HHIII_R 

a été introduit dans le pAHHKIII.R1 au niveau des sites enzymatiques NotI et XbaI, amenant au vecteur 

pAHHKIII.R2. Ces deux premiers fragments ont été insérés aisément dans le pKS (Figure 54). 

 En revanche, devant l’incapacité à cloner le fragment HPH_R dans le plasmide pAHHKIII.R2, ce 

fragment a été préalablement inséré dans le vecteur pGEM®-T Easy selon la stratégie du TA-cloning (cf 

Partie II, 2. Matériels et méthodes). Lorsque le couple enzymatique XbaI/BamHI a été employé, le 

fragment HPH_R n’a pas pu être excisé du plasmide pGEM®-T Easy. Cependant, le profil de migration 

indiquait une seule et unique bande correspondant à la taille du pGEM®-T Easy contenant le fragment  
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Figure 55. Excision du fragment HPH_R du pGEM®-T Easy. 

A. Digestion du vecteur pGEM®-T Easy (~ 3000 pb) par les enzymes XbaI et BamHI pour exciser le fragment HPH_R 

(~ 1400 pb). Les minipréparations n° 1 à 5 sont digérées puisqu’une seule bande est visible après migration. Cette 

bande est > 4000 pb donc il semble bien que le plasmide ait intégré le fragment HPH_R mais que celui-ci n’a pas été 

excisé. B. Digestions de vérification de l’excision du fragment HPH_R du pGEM®-T Easy réalisées sur la minipréparation 

n°1. Deux bandes sont observées aux tailles attendues pour la digestion ApaI/BamHI, indiquant que le site BamHI est 

fonctionnel. En revanche, une seule bande est observée à environ 4500 pb pour les digestions en présence de l’enzyme 

XbaI, indiquant que ce site de restriction n’est pas fonctionnel puisque le fragment HPH_R n’a pas été excisé du 

plasmide. 

 

Figure 56. Amplification des fragments de PCR HPH_Rbis nécessaire à la construction 

de la cassette de complémentation du gène HHKIII par clonage dans la pBluescript II KS +. 

Amplification réalisée avec la GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase. Le fragment HPH_Rbis est attendu à la taille de ~ 

1600 pb. 
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Tableau XIV. Sensibilité des sites de restriction enzymatiques, utilisés au cours des différentes 

stratégies de clonage dans cette étude, aux méthylases bactériennes. 

Enzyme Site de restriction Dam méthylase Dcm méthylase 

ApaI GGGCC/C – X 

AvrII C/CTAGG – – 

BamHI G/GATCC – – 

BglII A/GATCT – – 

BstEII G/GTNACC – – 

BstXI CCANNNNN/NTGG – X 

ClaI AT/CGAT X – 

HindIII A/AGCTT – – 

KpnI GGTAC/C – – 

NaeI GCC/GGC – – 

NdeI CA/TATG – – 

NotI GC/GGCCGC – – 

SbfI CCTGCA/GG X – 

XbaI T/CTAGA – – 

XhoI C/TCGAG – – 

 

X : site de restriction enzymatique qui peut être méthylé par une méthylase bactérienne ; – : site de restriction 

enzymatique ne pouvant pas être méthylé par une méthylase bactérienne. 
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HPH_R (Figure 55.A). L’hypothèse dressée serait que l’un des sites enzymatiques du fragment de PCR ne 

soit pas fonctionnel, ce qui expliquerait l’incapacité à le cloner dans le pAHHKIII.R2.  C’est pourquoi 

différentes digestions ont été réalisées et le résultat indique que le site enzymatique XbaI ne semble pas 

fonctionnel (Figure 55.B). Il est admis que certains sites de restriction peuvent être la cible de méthylases 

bactériennes (Tableau XIV). En effet, la cellule procaryote, telle que la cellule compétente Escherichia 

coli DH5α, synthétise des méthyl-transférases qui transfèrent un groupement méthyl de la S-

adénosylméthionine vers un résidu cytosine ou adénine. Ainsi, l’ADN bactérien est protégé de l’action 

d’endonucléases, par exemple, en induisant la méthylation de certains sites de restriction selon deux 

principaux mécanismes : i) la Dam-méthylation (régulée par le gène dam) qui induit la méthylation du 

carbone en position 6 de l’adénine dans la séquence 5’ GATC 3’ et ii) la Dcm-méthylation (régulée par le 

gène dcm) qui entraîne la méthylation du carbone en position 5 du deuxième résidu cytosine dans les 

séquences 5’ CCAGG 3’ et 5’ CCTGG 3’ (Marinus et Morris, 1972 ; Buryanov et al., 1978 ; Geier et Modrich, 

1979). Cependant, après analyse in silico, le site XbaI de notre construction ne semble pas sujet à la 

méthylation. 

 Malgré de nombreux essais de ligature du fragment HPH_R dans le pAHHKIII.R2, nous ne sommes 

pas parvenus à l’obtention du pAHHKIII.R3 correspondant à la cassette de complémentation finale du gène 

HHKIII. Comme indiqué ci-dessus, la séquence de la cassette de résistance à l’HygB du pCT74 n’ayant pas 

été séquencée, nous nous sommes orientés vers l’amplification de la cassette de sélection à l’HygB du 

pAN7-1, dont la séquence est parfaitement connue. La taille de cette cassette de sélection a été optimisée 

c’est-à-dire que comme dans le cas de la cassette de résistance à l’HygB du pCT74 nous avons réduit la 

séquence promotrice et éliminé le terminateur pour générer une cassette de 1,6 kb. Le fragment HPH_Rbis 

a été amplifié (HPHsm-F-pAN7/HPHsm-R-pAN7) par PCR conventionnelle à l’aide de la GoTaq® G2 Flexi DNA 

Polymerase en utilisant le pAN7-1 comme matrice (Figure 56). La prochaine étape consistera à insérer ce 

fragment après digestion par les enzymes XbaI et BamHI dans le pAHHKIII.R2 au niveau de ces mêmes 

sites de restriction.  

 La cassette de complémentation du gène HHKIII n’a pas pu être finalisée. En effet, nous ne 

parvenons pas à cloner le fragment HPH_Rbis qui correspond à la cassette de sélection à l’HygB optimisée 

du pAN7-1. Cependant, les deux fragments correspondant au gène HHKIII ont été insérés dans le pKS. 

Ainsi, il est possible d’envisager la co-transformation des souches mutantes pour obtenir des souches 

complémentées avec le pAHHKIII.R2 en présence du pAN7-1 ou du pAN8-1. 

c) Co-transformation de la cassette AHHKIII.R2 et du pAN8-1 dans la souche sauvage 

IHEM 14462 

 Devant l’incapacité à insérer le marqueur de sélection hph dans la cassette de complémentation, 

il apparaissait donc impossible de réaliser la transgénèse avec ce plasmide. En revanche, bien que jusqu’à 

présent la cassette de résistance à l’HygB n’ait pas été excisée du clone AHSaHHKIII.1.111A, il était 

possible d’envisager la co-transformation du pAHHKIII.R2 en présence du pAN8-1 qui renferme lui le 

marqueur de sélection Shble.  
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Figure 57. Etudes phénotypiques des mutants AHSaHHKIII : aspect macroscopique. 

A. Croissance sur milieu YPDA, 7 jours. B. Croissance sur milieu PDA, 7 jours. C. Croissance sur milieu YPDA additionné 

d’hygromycine B (50 µg.mL-1), 7 jours. D. Croissance sur milieu PDA additionné d’hygromycine B (50 µg.mL-1), 7 

jours. 

PDA : Potato Dextrose Agar ; YPDA : Yeast Peptone Dextrose Agar. 
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 Un essai préliminaire de transformation a permis la croissance d’une dizaine de clones présentant 

la capacité à se développer sur un milieu solide contenant à la fois 50 µg.mL-1 d’HygB et 20 µg.mL-1 de 

Phleo. Ces premiers résultats sont encourageants car ils signifieraient que la cassette de résistance à l’HygB 

serait toujours présente tandis que la cassette de résistance à la Phleo aurait été intégrée lors de la 

transformation. Ces données nécessitent d’être validées par PCR puis par Southern blot. Pour le moment, 

aucun argument phénotypique ne nous permet d’affirmer que la cassette de complémentation a bien été 

intégrée dans le génome du clone AHSaHHKIII.1.111A. 

 Actuellement, la seule et unique stratégie de complémentation consiste à co-transformer le 

pAHHKIII.R2 avec le pAN8-1 dans le clone AHSaHHKIII.1.111A. D’autres stratégies peuvent s’offrir à nous 

si d’une part nous parvenons à construire totalement la cassette de complémentation du gène HHKIII et 

si d’autre part l’excision du marqueur de la souche mutante AHSAHHKIII.1.111A est obtenue. Si l’ensemble 

de ces éléments aboutissent nous pourrons donc envisager i) de co-transformer la souche 

AHSaHHKIII.1.111A excisée de son marqueur hph avec le pAN7-1 et le pAHHKIII.R2, ii) de transformer la 

souche AHSaHHKIII.1.111A excisée de son marqueur hph avec le pAHHKIII.R3, iii) de transformer les 

clones AHSaHHKIII.2 excisés de leur marqueur hph avec le pAHHKIII.R3 ou iv) de co-transformer ces 

souches avec le pAHHKIII.R2 et le pAN7-1. 

5.2.4. Etudes phénotypiques préliminaires des mutants AHSaHHKIII 

 Bien que les souches complémentées n’aient pas encore été générées, nous avons mené des 

études phénotypiques préliminaires entre les souches parentales IHEM 14462, ku70 et leurs souches 

mutées respectives AHSaHHKIII.1.111A et AHSaHHKIII.2.2B, 8A. 

a) Etude macroscopique 

 Les souches parentales aussi bien que les souches mutantes sont capables de se développer à 

25°C, 37°C et 40°C sur les milieux YPDA et PDA. La température optimale de croissance pour l’ensemble 

des souches est de 37°C. La croissance semble légèrement ralentie à 25°C alors qu’elle l’est nettement à 

40°C (Figure 57).  

 Des différences macroscopiques sont observées entre les souches mutantes et les souches 

sauvages. En effet, les mutants présentent plus d’aspérités à leur surface. Ils ont un aspect de cratère. Les 

colonies sont moins duveteuses et lisses. D’autre part, on observe que la présence d’HygB dans le milieu 

génère un phénotype morphologique chez nos souches mutantes (Figure 57). 

 Enfin, les études de suivi de croissance réalisées en parallèle n’ont pas montré de différence 

significative entre les souches sauvages et les souches mutantes (résultats non montrés).  
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Figure 58. Etudes phénotypiques des mutants AHSaHHKIII : aspect microscopique. 

Observations microscopiques réalisées au microscope à contraste de phase après coloration au bleu lactique. A. Souche 

sauvage IHEM 14462, objectif x20. B. Souche sauvage IHEM 14462, objectif x40. C. Souche mutante 

AHSaHHKIII.1.111A, objectif x20. D. Souche mutante AHSaHHKIII.1.111A, objectif x40. La flèche indique la présence 

de chlamydospores. 
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Figure 59. Etude phénotypique des mutants AHSaHHKIII : sensibilité aux stresses. 

Résultats présentés après 7 jours de culture. A. Inhibiteurs de la paroi. B. Agents du stress osmotique. C. Agent du stress oxydatif.
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b) Etude microscopique 

 Les différentes souches, après culture en milieu solide ou liquide, ont été observées au microscope. 

Aucune différence microscopique des filaments n’a été observée pour une même souche entre la culture 

sur milieu gélosé ou la culture en milieu liquide (résultats non présentés). 

 Cependant, des différences ont pu être mises en évidence concernant les souches mutantes 

lorsqu’elles ont été cultivées en présence d’HygB ou en absence de drogue (résultats non montrés). 

Usuellement, les clones mutants sont repiqués sur milieu gélosé avec 50 µg.mL-1 d’HygB afin de maintenir 

la pression de sélection. Il s’avère que lorsque les mutants sont cultivés sur le milieu de sélection, les 

filaments observés sont plus tortueux et courts. Il est également possible d’observer des chlamydospores, 

formes très rarement observée chez la souche sauvage de S. apiospermum (Figure 58). En l’absence 

d’HygB, les filaments mycéliens des souches mutantes sont semblables à ceux des souches sauvages.  

c) Sensibilité aux stresses 

 Trois inhibiteurs de paroi ont été testés sur les spores des souches sauvages et des souches 

mutantes : la caféine, le calcofluor white et le congo red. Les souches ont présenté un comportement 

identique en présence de chacun des inhibiteurs (Figure 59.A). 

 La présence d’agents du stress osmotique tels que le chlorure de calcium, le sorbitol ou le milieu 

soft agar qui est un milieu hyperosmolaire utilisé lors de la transformation fongique a entraîné l’inhibition 

de la croissance des souches mutantes, indifféremment qu’elles aient été obtenues chez la souche IHEM 

14462 ou la souche ku70. Ces essais seraient à réitérer avec la souche complémentée puisque les boîtes 

contrôle indiquent un défaut de croissance des souches mutantes par rapport aux souches sauvages 

(Figure 59.B). 

 D’autre part, il semblerait que l’iprodione, un composé qui cible les HHKIII, inhibe clairement la 

croissance des deux souches sauvages par rapport à celle des souches mutées. De plus, la croissance de 

la souche ku70 semble plus affectée que celle de l’IHEM 14462 (Figure 59.B). Il est à noter que la 

sensibilité de la souche S. apiospermum IHEM 14462 à l’iprodione avait été testée en amont et celle-ci 

s’était révélée sensible à 150 µg.mL-1. 

 L’agent du stress oxydatif qui a été testé est la ménadione. Le comportement des souches 

sauvages et mutantes n’a pas différé en présence de ce composé (Figure 59.C). 

 La sensibilité des souches sauvages et mutantes vis-à-vis de divers antifongiques cliniques a été 

évaluée. Les antifongiques testés sont 4 molécules usuellement utilisées dans le traitement des infections 

fongiques à S. apiospermum : l’amphotéricine B, la capsofungine, le fluconazole et le voriconazole. Les 

résultats mettent en avant la différence de sensibilité des deux souches sauvages IHEM 14462 et ku70. 

En effet, la souche IHEM 14462 semble légèrement plus sensible à l’amphotéricine B, au fluconazole et au 

voriconazole. Cependant, aucune différence de sensibilité aux antifongiques n’a été observée entre la 

souche sauvage et les souches mutantes correspondantes (résultats non présentés).  
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 L’environnement pulmonaire des patients atteints de mucoviscidose est caractérisé par une 

hypoxie et un pH acide. C’est pourquoi il nous a semblé intéressant de tester la croissance de nos souches 

mutantes lors d’expérimentations in vitro en présence de 5% de dioxyde de carbone et plus ou moins 

d’acide lactique. La culture de nos différentes souches en présence de 5% de dioxyde de carbone n’a pas 

engendré de différences de croissance. La présence d’acide lactique dans le milieu additionné à un air 

contenant 5% de dioxyde de carbone n’a également pas généré de différences. Cependant, lorsque seul 

l’acide lactique a été ajouté au milieu, il semble que la croissance des souches IHEM 14462 et 

AHSaHHKIII.1.111A était légèrement inhibée par rapport aux souches issues de la ku70. Les boîtes de 

culture dans lesquelles l’acide lactique a été ajouté ayant été contaminées, les résultats ne sont pas 

présentés.   

 Au niveau phénotypique, peu de différences ont été observées entre les souches sauvages 

réceptrices et les souches mutées pour le gène HHKIII. Toutefois, l’HHKIII semble jouer un rôle dans 

l’adaptation au stress osmotique.   

5.2.5. Discussion 

 Le développement d’outils génétiques en vue d’études fonctionnelles chez S. apiospermum, telles 

que l’élaboration de la souche ku70 et la validation du système de recyclage du marqueur de sélection 

FLP/FRT, nous ont permis de progresser dans notre capacité à générer les premières souches mutantes 

pour les gènes HHKs chez cette espèce. La diversité génétique des souches mutantes nous permet à 

présent d’envisager à court terme différentes approches visant à obtenir une souche complémentée. A cet 

effet, des clones transformants sont actuellement en cours de validation. 

 Dans l’attente de la complémentation du gène HHKIII, des études phénotypiques préliminaires ont 

été conduites en comparant la souche mutée et la souche sauvage. Les premiers résultats nous ont permis 

de mettre en évidence une différence de comportement entre souche sauvage et souche mutée lorsqu’un 

stress osmotique est appliqué.  

 Grâce à ces études phénotypiques préliminaires, les résultats obtenus chez S. apiospermum 

peuvent être comparés avec ceux obtenus précédemment chez d’autres champignons filamenteux. 

L’HHKIII est connue pour son rôle dans l’adaptation au stress osmotique chez de nombreuses espèces 

fongiques. Son implication dans d’autres processus physiologiques, telles que la morphogénèse, la 

germination ou encore la virulence du champignon, est également rapportée. De plus, elle semblerait 

également jouer un rôle, plus mineur, dans l’adaptation au stress oxydatif ou encore la production de 

mélanine (Defosse et al., 2015 ; Hérivaux et al., 2016).  

 Le phénotype qui est systématiquement observé lorsque le gène HHKIII est délété est une 

importante perturbation de la morphogénèse du champignon filamenteux (Defosse et al., 2015), comme 

démontré chez A. fumigatus (McCormick et al., 2012 ; Hagiwara et al., 2013) et Penicillium marneffei 

(Boyce et al., 2011) qui sont des champignons pathogènes de l’Homme. Ce phénotype est également 

observé chez des espèces fongiques filamenteuses phytopathogènes comme Alternaria longipes (Luo et  



Partie expérimentale – HKs : caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   290 

 

Figure 60. Iprodione, protéine HHKIII et régulation de la voie HOG (pour High Osmolarity Glycerol) 

(Servier Medical Art). 

Dans les conditions physiologiques normales, l’HHKIII est phosphorylée ce qui génère une cascade de phosphorylation 

entre les effecteurs du système à deux composants. La voie des MAPKs (pour Mitogen Activated Protein Kinases) est 

alors inhibée. Lorsque la molécule iprodione est présente dans l’environnement, elle cible l’HHKIII. L’inhibition de l’HHK 

régule positivement la voie des MAPKs. Ainsi, la voie HOG est activée entraînant une accumulation de glvcérol et donc 

l’augmentation de la pression osmotique intracellulaire qui jusqu’à un certain niveau peut être délétère pour la cellule 

fongique. 
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al., 2012), Botrytis cinerea (Viaud et al., 2006), Fusarium oxysporum (Rispail et Di Pietro, 2010) ou 

entomopathogènes comme M. robertsii (Zhou et al., 2012). Cependant, de telles perturbations 

morphologiques n’ont pas été observées chez les mutants HHKIII dans notre modèle. 

 De plus, seul un agent oxydant a été testé sur nos souches, la ménadione, et aucune différence 

n’a pu être mise en évidence. Il pourrait être intéressant d’élargir cette étude à d’autres agents inducteurs 

de stress oxydatif comme le peroxyde d’hydrogène par exemple. En effet, plusieurs études ont démontré 

l’implication de l’HHKIII dans l’adaptation au stress oxydatif (ex. F. oxysporum (Rispail et Di Pietro, 2010), 

M. robertsii (Zhou et al., 2012), P. marnefeii (Boyce et al., 2011), Scleortinia sclerotiorum (Duan et al., 

2013). 

 En outre, un phénotype nous est clairement apparu, et qui est également décrit chez la majorité 

des champignons filamenteux étudiés, il s’agit de la résistance de la souche mutante vis-à-vis de 

l’iprodione. L’iprodione est un composé qui appartient à la famille des dicarboximides et qui cible les HHKs 

de classe III. Pour rappel, les HHKIII sont impliquées dans la réponse au stress osmotique et de ce fait 

dans le contrôle de la voie HOG. D’une manière générale, il est observé que lorsque la voie HOG est activée, 

il s’en suit une hyperproduction de glycérol et par conséquent une augmentation de la pression osmotique 

dans la cellule fongique, ce qui peut jusqu’à un certain point entraîner la mort cellulaire. Il est aujourd’hui 

admis que l’iprodione inhibe l’HHKIII et que cette inhibition régule positivement la voie des MAPKs (pour 

Mitogen-Activated Protein Kinases) (Figure 60) (Zhang et al., 2002 ; Kojima et al., 2004 ; Motoyama et 

al., 2005 ; Yoshimi et al., 2005 ; Noguchi et al., 2007). Ainsi, des études ont été menées sur de nombreux 

modèles fongiques et ont permis de démontrer que la délétion du gène HHKIII était à l’origine de la 

résistance à l’iprodione.  

 Le panel de phénotypes observés, liés à la délétion du gène HHKIII, se révèle moins large que ce 

qui était attendu, en se basant sur les études précédentes menées chez d’autres espèces fongiques 

filamenteuses. Cependant, l’analyse phénotypique présentée ici n’est que préliminaire et l’obtention de la 

souche complémentée nous conduira inévitablement à élargir l’étude en développant par exemple des 

évaluation de virulence chez le rat. 

5.3. Caractérisation fonctionnelle du gène HHKX 

 Le second gène HHK qui semble jouer un rôle important dans la virulence et l’adaptation aux 

stresses chez les champignons pathogènes code la protéine HHKX (Defosse et al., 2015 ; Hérivaux et al., 

2016). C’est ainsi qu’en parallèle de l’étude de l’HHKIII, nous avons également souhaité étudier l’HHKX de 

S. apiospermum. 

5.3.1. Délétion du gène HHKX dans la souche S. apiospermum ku70

 Les cassettes de délétion AHHKX.1 et AHHKX.F ayant toutes les deux été construites, des essais 

de transformation sur S. apiospermum ku70 ont été réalisés avec ces deux constructions. Pour rappel, la 

cassette AHHKX.1, contrairement à la cassette AHHKX.F, contient le système de recyclage FLP/FRT.  
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Figure 61. Caractérisation moléculaire des transformants AHSaHHKX.F par Southern blot. 

 

Figure 62. Caractérisation moléculaire des transformants AHSaHHKX.1 par Southern blot.

A. Hérivaux©2018 
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a) Transformation 

 Dans le cas de l’HHKX, la première cassette de délétion dont nous avons disposé était l’AHHKX.F 

obtenue par PCR fusion. Les premiers essais de transgénèse du champignon pour l’HHKX ont donc été 

réalisés avec cette cassette. Trois essais de transformation ont permis d’obtenir au total 11 transformants, 

annotés AHSaHHKX.F de 1 à 11.  

 Dans un second temps, la souche réceptrice S. apiospermum ku70 a été transformée à l’aide de 

la cassette de délétion AHHKX.1 générée dans le pPV189. Contrairement à la cassette précédente, de 

nombreux essais ont été menés avant de réussir à obtenir 2 transformants annotés AHSaHHKX.1. Ces 

clones ont été obtenus suite à l’augmentation de la quantité initiale de 5 µg d’ADN mis au contact des 

protoplastes lors de la transgénèse. De plus, il est essentiel de rappeler ici que la cassette AHHKX.1 est 

une cassette de grande taille de 8,25 kb incluse dans le pPV189 ce qui génère un plasmide de 11,15 kb 

contrairement à la cassette AHHKX.F qui comprend elle 5,8 kb. La taille de la cassette de délétion, comme 

suggéré pour l’HHKIII, semble donc réellement impacter le taux de transformation. 

 Les deux cassettes de délétion du gène HHKX nous ont permis de générer des clones 

transformants. Ces différents clones doivent à présent être analysés au niveau moléculaire avant 

d’entreprendre des tests phénotypiques. 

b) Caractérisation moléculaire des transformants par Southern blot 

 L’ensemble des transformants obtenus suite à la transgénèse des deux cassettes AHHKX dans le 

génome de notre champignon ont été analysés directement par Southern blot. 

 Tous les transformants AHSaHHKX.F présentent un polymorphisme de restriction identique à celui 

de la souche sauvage puisqu’une seule bande correspondant à la taille de l’allèle sauvage est observé 

(Figure 61). Les clones AHSaHHKX.1 possèdent systématiquement l’allèle sauvage. Seuls les 

transformants AHSaHHKX.1.1 semblent posséder l’allèle mutant ce qui signifierait que la cassette de 

délétion s’est intégrée dans le génome du champignon mais probablement à un locus différent de celui du 

gène HHKX (Figure 62). Aucune souche mutante n’a donc été générée pour le gène HHKX. 

 Les clones qui ne présentent que l’allèle sauvage sont plus difficilement interprétables. Ils 

pourraient correspondre à des mutants spontanés résistants à l’HygB. C’est pourquoi des PCR ont été 

réalisées sur l’ADN génomique de ces transformants afin de statuer sur l’absence ou la présence du gène 

hph dans leur génome (amorces HPH-F et 3’RP-HKX-BstXIbis). Aucun fragment n’a été amplifié (résultats 

non présentés). Il semblerait donc que le gène hph n’ait pas été intégré dans ces clones résistants à l’HygB. 

Cette observation peut fournir une première explication. La seconde hypothèse nous amenant à expl iquer 

cette incapacité à déléter le gène HHKX consiste à envisager qu’il s’agisse d’un gène essentiel donc 

indispensable à la survie du champignon. 
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Tableau XV. Amorces utilisées pour le développement des cassettes de délétion des gènes HHKV, VI, VIII et XI_1. 

Amorce sens Séquence 5’ → 3’ 
Tm  

(°C) 

Amorce 
anti-sens 

Séquence 5’ → 3’ 
Tm  

(°C) 

Taille des 
amplicons (pb) 

Amplicons 

Construction de la cassette de délétion HHKV 

Clonage dans le pPV189 → pAHHKV.1 

HKV-5’F-ClaI CCATCGATCTTCCCTGTCTTGTCTGATAGAGAG 62 HKV-5’R-HindIII CCCAAGCTTTACGCTATTGGTCGGCATGTTAAGA 64 1005 5’RF_HHKV_1 
HKV-3’F-NotI ATAAGAATGCGGCCGCATACTGGGAAGGGAGGAGAATCCAT 69 HKV-3’R-BstXI ATGCATCCACCGCGGTGGGAAAAAGGCGAAGATCAGAAAAACC 69,5 1000 3’RF_HHKV_1 

Clonage dans le pAN7-1 → pAHHKV.7 

5’FP-HKV-BglII GAAGATCTCCGTATAAGACCGAGAAATGCACTG 61 5’RP-HKV-BstEII CGGTCACCCACCGGCATATTACATCGAGAAGTC 65 1075 5’RF_HHKV_7 
3’FP-HKV-NaeI GCGCAAAGCCGGCATACTCCCAAGGGAGGAGAATCCAT 70 3’RP-HKV-HindIII CCCAAGCTTGAAAAAGGCGAAGATCAGAAAAACC 63 1000 3’RF_HHKV_7 

Construction de la cassette délétion HHKVI 

Clonage dans le pPV189 → pAHHKVI.1 

HKVI-5’F-ClaI CCATCGATCGGATCAAATCTAGCTGTGGTACTA 62 
HKVI-5’R-HindIII CCCAAGCTTACTTTTTGAGGTTGCAGCAACAAGA 64 820 

5’RF_HHKVI_1 

HKVI-5’F-ClaIbis CCATCGATGGATCAAATCTAGCTGTGGTACTA 60 5’RF_HHKVI_1bis 
HKVI-3’F-NotI ATAAGAATGCGGCCGCTTGTCGAGGACACGACTACGGACAG 70 HKVI-3’R-BstXI ATGCATCCACCGCGGTGGCCTGGCCATAATTGCACTTAGATCT 71 940 3’RF_HHKVI_1 

Construction de la cassette délétion HHKVIII 

Clonage dans le pPV189→ pAHHKVIII.1 

HKVIII-5’F-BstXI ATGCATCCACCGCGGTGGGGGATAATGGGGATAGGGTGATCAA 71 HKVIII-5’R-NotI ATAAGAATGCGGCCGCTTGGCGAAGCTAGGTGACTTGGAGG 70 1115 5’RF_HHKVIII_1 
HKVIII-3’F-HindIII CCCAAGCTTTGTTGATATCAGGAGGATATTCGAA 61 HKVIII-3’R-ClaI CCATCGATACAATACTCCTCCTTCTACTTCAGC 60,5 1080 3’RF_HHKVIII_1 
HKVIII-3’F-HindIIIbis GCGCAAAAAGCTTATAGTTCTCCTCCTTGATGTTATGC 63 HKVIII-3’R-ClaIbis GCGCAAAATCGATGATCGTCATGAACCTCAAGAAATC 63 1080 3’RF_HHKVIII_1bis 

Construction de la cassette délétion HHKXI.1 

Clonage dans le pPV189→ pAHHKXI_1.1 

HKXI.1-5’F-BstXI ATGCATCCACCGCGGTGGTACAGAAACAGTGATTGATGCATCC 69 HKXI.1-5’R-NotI ATAAGAATGCGGCCGCTTTATGTAAAAAGGGAGCGCCTATA 66 1140 3’RF_HHKXI_1 

HKXI.1-3’F-HindIII CCCAAGCTTCAGTGACTACCGAAAACACAATGTA 63 
HKXI.1-3’R-ClaI CCATCGATCTTCTAAGGCTACCGTCTGCTG 63 

830 
3’RF_HHKXI_1 

HKXI.1-3’R-ClaIbis CCATCGATTTCTAAGGCTACCGTCTGCTG 62 3’RF_HHKXI_1bis 

Clonage dans le pAN7-1→ pAHHKXI_1.7 

5’FP-HKXI.1-BglII GAAGATCTCTCCGTCTTGCTTGGCTGGAACTTA 63,5 5’RP-HKXI.1-BstEII CGGTCACCGTTCTAGACCCTCAGCGCATGTACG 68 1130 5’RF_HHKXI_7 
3’FP-HKXI.1-XbaI GCTCTAGAACCCATTCCACTCCGCCAAAGAATT 64 3’RP-HKXI.1-SbfI GCGCAAACCTGCAGGGGCCCTATGAGACAGACGTTTTGCT 71 1095 3’RF_HHKXI_7 

 

ATCG : adaptateur ; ATCG : site de restriction enzymatique ; ATCG : séquence de l’ADN à amplifier. 
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Figure 63. Amplification des fragments 5’RF et 3’RF des gènes HHKV, HHKVI, HHKVIII et HHKXI_1 

nécessaires à la construction des cassettes de délétion AHHKV.7, AHHKVI.7, AHHKVIII.7 et AHHKXI_1.7 

par clonage dans le plasmide pAN7-1. 

L’ensemble des fragments, mesurant de 1000 à 1150 pb, ont été amplifié par PCR conventionnelle à l’aide de la GoTaq® 

G2 Flexi DNA Polymerase. 

  



Partie expérimentale – HKs : caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   296 

5.4. Caractérisation fonctionnelle des autres gènes HHKs 

 L’objectif principal de cette étude étant l’invalidation de l’ensemble des gènes codant une HHK 

chez S. apiospermum, nous nous sommes également intéressés à mi-parcours de la thèse aux quatre 

autres classes identifiées chez cette espèce : l’HHKV, VI, VIII et XI_1. 

5.4.1. Construction des cassettes de délétion 

 Au départ, notre objectif consistait à étudier en priorité les HHKIII et HHHKX puisque ces deux 

classes de protéines étaient déjà décrites comme impliquées dans la virulence des champignons 

pathogènes. Cependant, devant la difficulté à obtenir les cassettes de délétion pour ces deux protéines, 

nous avons initié en parallèle la construction des cassettes de délétion HHKV et HHKXI car peu 

d’informations bibliographiques sont disponibles actuellement sur ces deux classes d’HHKs chez les espèces 

fongiques. Il serait donc intéressant de pouvoir les caractériser chez notre modèle S. apiospermum. De 

même pour l’HHKVI et l’HHKVIII, bien que la littérature décrive plus largement ces deux classes d’HHKs, 

il serait intéressant de les caractériser chez S. apiospermum. 

 Forts des expériences menées pour la construction des cassettes de délétion des gènes HHKIII et 

HHKX, la construction des cassettes de délétion ciblant les autres gènes HHKs s’est articulée autour de 

deux stratégies distinctes.  

 Chronologiquement, au moment de l’élaboration des quatre nouvelles cassettes de délétions 

AHHKV.1, AHHKVI.1, AHHKVIII.1 et AHHKXI_1, la souche ku70 était validée c’est-à-dire que le marqueur 

de sélection Phleo ne pouvait plus être utilisé pour la délétion des gènes HHKs. Le système FLP/FRT n’était 

cependant pas mis au point. De plus, la transgénèse du gène HHKIII dans la souche sauvage IHEM 14462 

s’était révélée difficile puisque la majorité des transformants obtenus n’avait pas intégré la cassette au 

locus cible. En conclusion, pour l’HHKV et l’HHKXI_1 uniquement, la stratégie initiale consistait à générer 

une cassette de délétion à l’aide du pAN7-1 qui contient le gène de résistance hph (sans système de 

recyclage) et de l’introduire dans la souche ku70 pour favoriser la recombinaison homologue au locus 

cible. Dans l’éventualité où le système FLP ne permettrait pas d’exciser le gène hph, nous avions envisagé 

d’expérimenter à travers ces nouvelles constructions moléculaires un second système de recyclage de 

gènes, le β-Rec/six. 

a) Clonage dans le pAN7-1 

 Les RF 5’ et 3’ de chaque gène ont été amplifiées par PCR conventionnelle. L’ensemble des amorces 

utilisées sont répertoriées dans les Tableau XV (Figure 63).  

 Les extrémités de l’amplicon 5’RF_HHKV_7 ont été digérées par le couple d’enzymes BglII et BstEII 

puis clonées au niveau des mêmes sites de restriction dans le pAN7-1. Ensuite, les extrémités de la partie 

3’RF_HHKV_7 ont été digérées par les enzymes NaeI et HindIII puis insérées au niveau des sites NaeI et 

HindIII du pAN7-1. Le plasmide pAHHKV.7 ainsi obtenu contient donc la cassette de délétion AHHKV.7 

incluant le gène de résistance à l’HygB (hph). Les extrémités du fragment 3’RF_HHKXI_7 ont été digérées  
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Figure 64. Construction des cassettes de délétion AHHKV.1 et AHHKXI_1.1  

dans le vecteur plasmidique pAN7-1. 

A. Le fragment 5’RF_HHKV_7 a été amplifié à l’aide du couple d’amorces 5’FP-HHKV-BglII/5’RP-HHKV-BstEII puis 

inséré au niveau des sites de restriction BglII et BstEII du pAN7-1. Le fragment 3’RF_HHKV_7 a été amplifié par les 

amorces 3’FP-HKKV-NaeI et 3’RP-HHKV-HindIII puis inséré dans le pAN7-1 au niveau des sites de restriction NaeI et 

HindIII. Le plasmide pAHHKV.7 (~ 8450 pb) ainsi généré contient la cassette de délétion AHHKV.7 (~ 5650 pb). B. Le 

fragment 5’RF_HHKXI_7 a été amplifié à l’aide du couple d’amorces 5’FP-HHKXI-BglII/5’RP-HHKXI-BstEII puis inséré 

au niveau des sites de restriction BglII et BstEII du pAN7-1. Le fragment 3’RF_HHKXI_7 a été amplifié par les amorces 

3’FP-HKKXI-XbaI et 3’RP-HHKXI-SbfI puis inséré dans le pAN7-1 au niveau des sites de restriction XbaI et SbfI. Le 

plasmide pAHHKXI_1.7 (~ 8700 pb) ainsi généré contient la cassette de délétion AHHKXI_1.7 (~ 5900 pb).  

A. Hérivaux©2018 
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par le couple d’enzymes XbaI et SbfI puis clonées au niveau des mêmes sites de restriction dans le pAN7-

1. Ensuite, les extrémités de la partie 5’RF_HHKXI_7 ont été digérées par les enzymes BglII et BstEII puis 

insérées au niveau des sites BglII et BstEII du pAN7-1. Le plasmide pAHHKXI_1.7 ainsi obtenu contient 

donc la cassette de délétion AHHKXI_1.7 incluant le gène de résistance à l’HygB (hph) (Figure 64). 

 Remarques. Cette stratégie de construction a rapidement été abandonnée puisque nous ne 

sommes pas parvenus à insérer les différents fragments permettant de générer les cassettes de délétion 

AHHKV.7 et AHHKXI_1.7 dans le vecteur plasmidique pAN7-1. Aucune explication plausible n’a pu être 

avancée. Entre-temps, la recombinase FLP/FRT ayant été validée chez nos mutants AHSaHHKIII.2, nous 

nous sommes donc rapidement orientés vers la construction des cassettes de délétion dans le pPV189.  

b) Clonage dans le pPV189 

 Une fois le système FLP-recombinase validé chez plusieurs mutants générés dans le laboratoire, 

dont le mutant HHKIII, la seconde stratégie pour la construction de nos cassettes de délétion a été basée 

sur l’utilisation du pPV189. Pour rappel, ce plasmide renferme le système FLP-recombinase qui est sous le 

contrôle de son promoteur inductible au xylose, le PPcXYL, et entouré de part et d’autre par deux séquences 

FRT. Le marqueur de sélection est le gène hph qui provient à l’origine du pAN7-1 (Punt et al., 1987). 

 La taille des gènes HHKs de S. apiospermum IHEM 14462 étant relativement grande et devant la 

difficulté à obtenir la cassette de complémentation pour l’HHKIII, nous avons optimisé au maximum 

l’élaboration de nos amorces en nous plaçant seulement 30 pb en amont de la séquence codante des gènes 

et 100 pb en aval. Les RF 5’ et 3’ de chaque gène ont été amplifiées par PCR conventionnelle (Figure 65). 

L’ensemble des amorces utilisées et la taille des amplicons sont répertoriés dans le Tableau XV.  

 Les extrémités du fragment PCR 3’RF_HHKV_1 ont été digérées par le couple d’enzymes NotI et 

BstXI puis clonées au niveau des sites NotI et BstXI du pPV189. Dans un second temps, les extrémités de 

l’amplicon 5’RF_HHKV_1 ont été digérées par les endonucléases ClaI et HindIII puis insérées au niveau 

des sites ClaI et HindIII du pPV189. Le plasmide pAHHKV.1 ainsi obtenu contient donc la cassette de 

délétion AHHKV.1 incluant le gène de résistance à l’HygB (hph) et le système de recyclage FLP/FRT 

(Figures 66 et 67). 

 Par la même approche, les extrémités du fragment 5’RF_HHKVI_1 ont été digérées par le couple 

d’enzymes ClaI et HindIII puis clonées au niveau des mêmes sites de restriction dans le pPV189. Ensuite, 

les extrémités de la partie 3’RF_HHKVI_1 ont été digérées par les enzymes NotI et BstXI puis insérées au 

niveau des sites BstXI et NotI du pPV189. Le plasmide pAHHKVI.1 ainsi obtenu contient donc la cassette 

de délétion AHHKVI.1 incluant le gène de résistance à l’HygB (hph) et le système de recyclage FLP/FRT 

(Figures 66 et 67). 

 Concernant la construction des cassettes d’invalidation ciblant les gènes HHKVIII et HHKXI_1, les 

extrémités des fragments de PCR 3’RF_HHKVIII_1 et 3’RF_HHKXI_1 ont été digérées par le couple 

d’enzymes ClaI et HindIII puis clonées au niveau des mêmes sites de restriction dans le pPV189. Ensuite, 

les extrémités des PCR 5’RF_HHKVIII_1 et 5’RF_HHKXI_1 ont été digérées par les enzymes NotI et BstXI  
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Figure 65. Amplification des fragments 5’RF et 3’RF des gènes HHKV, HHKVI, HHKVIII et HHKXI_1 

nécessaires à la construction des cassettes de délétion AHHKV.1, AHHKVI.1, AHHKVIII.1 et AHHKXI_1.1 

par clonage dans le pPV189. 

L’ensemble des fragments, mesurant de 800 à 1100 pb, ont été amplifié par PCR conventionnelle à l’aide de la GoTaq® 

G2 Flexi DNA Polymerase. 
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Figure 66. Construction des cassettes de délétion AHHKV.1, AHHKVI.1, AHHKVIII.1 et AHHKX.1 

dans le vecteur plasmidique pPV189. 

A. Les fragments 5’RF_HHKV_1 et 5’RF_HHKVI_1  ont été amplifiés à l’aide du couple d’amorces 5’FP-HK-ClaI/5’RP-

HK-HindIII puis insérés au niveau des sites de restriction ClaI et HindIII du pPV189. Les fragments 3’RF_HHKV_1 et 

3’RF_HHKVI_1 ont été amplifiés par les amorces 3’FP-HK-NotI et 3’RP-HK-BstXI puis insérés dans le pPV189 au niveau 

des sites de restriction NotI et BstXI. Les plasmides pAHHKV.1 (~ 11500 pb) et pAHHKVI.1 (~ 11300 pb) ainsi générés 

contiennent les cassettes de délétion AHHKV.1 (~ 8600 pb) et AHHKVI.1 (~ 8400 pb), respectivement. B. Les 

fragments 5’RF_HHKVIII_1 et 5’RF_HHKXI_1 ont été amplifiés à l’aide du couple d’amorces 5’FP-HK-BstXI/5’RP-HK-

NotI puis insérés au niveau des sites de restriction BstXI et NotI du pPV189. Le fragment 3’RF_HHKVIII_1 et 

3’RF_HHKVIII_1 ont été amplifiés par les amorces 3’FP-HK-HindIII et 3’RP-HK-ClaI puis insérés dans le pPV189 au 

niveau des sites de restriction HindIII et ClaI. Le plasmide pAHHKVII.1 (~ 11700 pb) et pAHHKXI_1.1 (~ 11500 pb) 

ainsi générés contiennent les cassettes de délétion AHHKVIII.1 (~ 8800 pb) et AHHKXI_1.1 (~ 8600 pb), 

respectivement.  

A. Hérivaux©2018 
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Figure 67. Vérification des constructions plasmidiques 

pAHHKV.1, pAHHKVI.1, pAHHKVIII.1 et pAHHKXI_.1. 

A. Le plasmide pAHHKV.1 a été validé après digestion par différentes enzymes de restriction. Les profils de digestion 

attendus en fonction des enzymes sont les suivants : BstXI : ~ 7800, 3750 pb, HindIII : ~ 11500 pb. B. Le plasmide 

pAHHKVI.1 a été validé après digestion par différentes enzymes de restriction. Les profils de digestion attendus en 

fonction des enzymes sont les suivants : EcoRV : ~ 11300 pb, NotI/BstXI : ~ 10300 et 950 pb. C. Le plasmide 

pAHHKXI_1.1 a été validé après digestion par différentes enzymes de restriction. Les profils de digestion attendus en 

fonction des enzymes sont les suivants : PciI : ~ 11500 pb, EcoRV/HindIII : ~ 7400 et 4100 pb. 
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puis insérées au niveau des sites BstXI et NotI du pPV189. Les plasmides pAHHKVIII.1 et pAHHKXI_1.1 

ainsi obtenus contiennent donc la cassette de délétion AHHKVIII.1 et AHHKXI_1.1 respectivement (incluant 

le gène de résistance à l’HygB) et le système de recyclage FLP/FRT (Figures 66 et 67). 

 Ainsi, les cassettes de délétion ont été obtenues pour l’ensemble des gènes HHKs, à l’exception de 

l’HHKVIII qui est actuellement encore en cours d’élaboration. Elles renferment toutes le gène de résistance 

hph, sous le contrôle du PAnGPDA et du TAnTRPC, ainsi que le système de recyclage FLP.  

5.4.2. Délétion des autres gènes HHKs dans la souche sauvage S. apiospermum ku70

 Lorsque les cassettes de délétion AHHKV.1, AHHKVI.1 et AHHKXI_1.1 ont été obtenues, des 

mutants HHKIII avaient été validés dans la souche ku70 de S. apiospermum. C’est ainsi que la 

transgénèse des différentes cassettes de délétion a été réalisée directement dans cette souche réceptrice. 

a) Transformation  

 Les plasmides contenant les cassettes de délétion AHHKV.1, AHHKVI.1 et AHHKXI_1.1 ont tout 

d’abord été linéarisés par les enzymes ClaI, PciI et PciI, respectivement. Des clones transformants ont été 

obtenus pour l’ensemble des cassettes de délétion testées. Cependant, ces nouvelles souches n’ont pas 

été obtenues dès le premier essai de transgénèse. Il s’est avéré que la quantité initiale d’ADN (5 µg) mis 

au contact des protoplastes n’était pas suffisante. Nous avons donc ensuite utilisé 10 µg de plasmide digéré 

par expérience de transformation.  

 Une trentaine de transformants ont été repiqués à partir de la boîte de transformation de l’HHKV. 

Six de ces clones ont été conservés pour la suite de l’étude. Concernant les autres HHKs, 3 transformants 

ont été obtenus pour l’HHKVI et 2 pour l’HHKXI_1. 

b) Caractérisation moléculaires des transformants par Southern blot 

 Les Southern blot des clones transformants pour lesquels le gène HHKV, HHKVI ou HHKXI_1 ont 

potentiellement été délétés sont en cours de réalisation afin de pouvoir les valider et les étudier par la suite 

au niveau phénotypique. 

c) Conclusion 

 L’obtention de ces nouveaux transformants AHSaHHKV.1, AHSaHHKVI.1 et AHSaHHKXI_1.1 est 

plus qu’encourageant. En effet, une seule cassette est manquante pour permettre l’invalidation du dernier 

gène HHK (HHKVIII) de S. apiospermum (en ne tenant pas compte des deux dernières séquences HHKIV 

et HHKXI_2 récemment identifiées). A présent il est essentiel d’obtenir les Southern blot afin de pouvoir 

valider l’insertion homologue au locus ciblé des différentes cassettes de délétion et pouvoir ensuite 

construire les souches complémentées afin de caractériser au niveau phénotypique ces nouveaux mutants. 
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Partie III 

Développement 

d’outils moléculaires adaptés 

à Scedosporium apiospermum 
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1. Introduction générale 

Le génome de S. apiospermum IHEM 14462 n’étant disponible que depuis quelques années, les 

outils moléculaires dédiés à cette espèce fongique sont aujourd’hui peu nombreux au laboratoire. En effet, 

à l’heure actuelle, seule la méthode de transgénèse par choc thermique de protoplastes et le système de 

recyclage de gènes basé sur le système FLP/FRT sont utilisés chez notre modèle fongique. De plus, la 

caractérisation fonctionnelle des gènes HHKs de S. apiospermum s’est révélée compliquée, notamment i) 

par la difficulté à insérer les cassettes de délétion dans le génome de S. apiospermum au locus donné, 

malgré l’absence du gène ku70 dans la souche réceptrice récemment obtenue et ii) la lenteur de la 

croissance du champignon qui nécessite 1 semaine pour la souche sauvage et jusqu’à 4 semaines pour les 

transformants (en fonction de l’HHK ciblée).  

C’est pourquoi, en parallèle de la caractérisation fonctionnelle des gènes HHKs, nous avons porté 

une partie de nos efforts sur le développement d’outils moléculaires adaptés à S. apiospermum. La 

particularité de ces outils sera la présence de nombreux sites de restriction qui borderont à la fois les 

séquences promotrices et terminatrices ainsi que les gènes à exprimer. Il sera donc possible d’évoluer sous 

forme de « modules » ou « briques » moléculaires et de pouvoir modifier à loisir les fragments présents 

dans ces constructions. De ce fait, lorsque les outils moléculaires auront été validés chez S. apiospermum, 

il sera envisagé de tester leur potentiel chez d’autres espèces appartenant au genre Scedosporium. 

Le premier outil que nous avons souhaité développer est un système d’expression incluant comme 

gène rapporteur une séquence codant une protéine fluorescente de couleur verte (GFP) afin d’envisager 

de futures études de localisation cellulaire des HHKs dans notre modèle. Le second outil, dont le projet de 

développement a fait l’objet d’un financement par l’association « Vaincre La Mucoviscidose » et 

l’association « Grégory Lemarchal », correspond à un système d’expression qui cette fois contient un gène 

codant une luciférase (LUC) dans le but de développer l’imagerie de bioluminescence (IBL) de notre agent 

infectieux. Cet outil permettrait à terme un suivi non invasif et en temps réel de l’infection in vivo par S. 

apiospermum. 

2. Cassette de fluorescence 

Jusqu’à ce jour, la localisation subcellulaire des différentes classes d’HHKs est peu détaillée. 

L’essentiel des travaux menés sur cette thématique, plus communément chez les bactéries, relate la 

localisation membranaire des HHKs qui possèdent des hélices hydrophobes transmembranaires dans leur 

partie N-terminale (Ouchane et Kaplan, 1999 ; Boyd, 2000 ; Sciochetti et al., 2002; Scheu et al., 

2008 ; Hao et al., 2009 ; Kimura et al., 2009 ; Wayne et al., 2010 ; Héricourt et al., 2013 ; Foureau et al., 

2014 ; Devi et al., 2015). Quelques études, principalement conduites chez Caulobacter crescentus, 

décrivent des HHKs cytoplasmiques (Calera et al., 1998 ; Jacobs et al., 1999 ; Wheeler et Shapiro, 1999 ; 

Gao et al., 2003 ; Hallez et al., 2007 ; Angelastro et al., 2010 ; Iniesta et al., 2010 ; Mignolet et al., 2010 

; Caesar et al., 2011 ; Foureau et al., 2014). Ainsi, dans la perspective d’étudier la localisation subcellulaire  
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Figure 68. Schématisation de la cassette de fluorescence. 

GFP : Green Fluorescent Protein ; P1 : séquence promotrice 1 ; P2 : séquence promotrice 2 ; SMC : site multiple de 

clonage ; T2 : séquence terminatrice 2. 

 

Figure 69. Optimisation de la taille de la cassette de sélection à l’hygromycine B.  

A. Cassette de sélection à l’hygromycine B (~ 4,11 kb) disponible dans le vecteur pAN7-1 (Punt et al., 1987). Cette 

cassette se compose du promoteur PAnGPDA (~ 2,13 kb), du gène hph (~ 1,2 kb) et du terminateur TAnTRPC (~ 760 pb). 

B. Cassette de sélection à l’hygromycine B optimisée (~ 1,4 kb) disponible dans le vecteur pCT74 (Caroll et al., 1994 ; 

Lorang et al., 2001). Cette cassette se caractérise par une séquence promotrice PAnTRPC réduite (~ 200 pb), une 

séquence hph (~ 1,2 kb) dépourvue de certains sites de restriction initiaux et l’absence de séquence terminatrice.  

hph : gène de résistance à l’hygromycine B ; PAnGPDA : promoteur du gène Glycéraldhéyde-3-Phosphate Déhydrogénase 

d’Aspergillus nidulans ; PAnTRPC : promoteur du gène TRPC d’Aspergillus nidulans impliqué dans la voie de biosynthèse 

du tryptophane ; TAnTRPC : terminateur du gène TRPC d’Aspergillus nidulans.

A. Hérivaux©2018 

A. Hérivaux©2018 
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des HHKs chez S. apiospermum, il nous a semblé intéressant de développer un système d’expression de 

protéines fusionnées à la GFP. 

2.1. Introduction 

 La structure de base que nous souhaitions élaborer pour ce système d’expression de protéines 

fusionnées à la GFP se compose de deux modules principaux : i) une cassette de sélection qui contient un 

marqueur de sélection et ii) une cassette d’expression incluant un gène codant une protéine fluorescente  

(Figure 68). Suite à l’intégration de la cassette de fluorescence dans le génome de S. apiospermum, les 

souches transformées seront sélectionnées grâce au marqueur de résistance à l’HygB et la localisation 

subcellulaire de la protéine de fusion HHK-GFP pourra alors être étudiée. 

2.2. Pré-requis 

Certains pré-requis à l’élaboration d’un système moléculaire sont essentiels. Nous avons pu 

suggérer dans les parties précédentes que l’intégration d’une construction moléculaire dans le génome 

d’un organisme sera d’autant plus aisée qu’elle sera de petite taille. D’autre part, l’expression des gènes 

composant la construction doit être sous la dépendance de séquences promotrices et terminatrices 

s’exprimant constitutivement et fortement. Il apparaît ainsi impératif que ces séquences soient adaptées 

à l’organisme dans lequel on souhaite réaliser le transfert de cette cassette. 

2.2.1. Optimisation de la taille de la cassette de sélection 

Pour rappel, le seul marqueur de sélection pouvant encore être utilisé dans notre souche IHEM 

14462 au cours des essais de transgénèse est le marqueur de résistance à l’HygB, le gène hph. Jusqu’à 

présent, nous disposions uniquement de la cassette de sélection à l’HygB issue du pAN7-1 (Punt et al., 

1987). Cette grande cassette de 4,11 kb se compose du gène hph (1,2 kb) encadré par la très longue 

séquence promotrice PAnGPDA (2,13 kb) et la séquence terminatrice TAnTRPC (0,76 kb) (Figure 69). 

Les travaux de Carroll et al. ont permis d’optimiser la cassette de sélection à l’HygB (1994). Tout 

d’abord, la séquence terminatrice TAnTRPC a été éliminée, l’absence du terminateur n’affectant pas 

l’expression du gène hph. Ensuite, la taille de la séquence promotrice PAnTRPC a été réduite de sorte que la 

cassette de sélection finale mesure environ 1,4 kb. Enfin, plusieurs sites de restriction fréquemment 

employés en ingénierie moléculaire ont été éliminés de la séquence de la cassette (BamHI, ClaI, EcoRI, et 

PstI) (Figure 69). 

2.2.2. Choix de la séquence promotrice de la cassette d’expression 

Dans le but d’assurer une expression forte de la GFP dont la séquence codante est insérée dans le 

plasmide d’expression, il était essentiel d’identifier un promoteur constitutif à fort taux d’expression.  

 Dans un premier temps, nous nous sommes orientés vers les promoteurs des gènes de l’actine 

(PACT1) et du facteur d’élongation de la traduction (PTEF1) puisqu’il est admis que ces deux gènes s’expriment 
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fortement chez de nombreux champignons filamenteux. En revanche, ces séquences ne pouvaient pas 

provenir du génome de notre souche pour éviter une recombinaison au locus ACT1 ou TEF1 suite à la 

transgénèse.  

 C’est pourquoi, nous avons recherché ces deux promoteurs dans le génome d’un champignon 

phylogénétiquement proche de S. apiospermum, Scopulariopsis brevicaulis, et dont le génome venait d’être 

séquencé. Cependant, nous avons rencontré quelques difficultés puisque les données déposées étaient 

encore brutes, et l’annotation du génome de la souche LF580 de S. brevicaulis n’était pas encore disponible 

à cette époque. De ce fait, avec l’aide du Dr. Dugé de Bernonville T. (EA2106, Université de Tours), nous 

avons dû au préalable annoter ce génome à partir des données brutes obtenues après le séquençage de la 

souche, grâcieusement fournies par le Pr. Kempken F. (Kumar et al., 2015). Le génome de S. brevicaulis 

a ensuite été comparé aux séquences PACT1 et PTEF1 bien connues de S. cerevisiae. Une fois les deux gènes 

ACT1 et TEF1 de S. brevicaulis identifiés par homologie des séquences, nous avons essayé d’identifier les 

séquences promotrices de ces deux gènes. Nous avons au final conclu qu’il était très compliqué de prédire 

avec certitude le positionnement des séquences introniques et surtout le codon d’initiation de la traduction 

ATG pour ces deux gènes. Nous avons de ce fait interrompu cette stratégie. 

Nous nous sommes finalement orientés vers l’exploration du potentiel d’un troisième promoteur : 

le PTOXA. Le gène TOXA de Pyrenophora tritici-repentis, un champignon phytopathogène, a été identifié par 

Ciuffetti et al. et code la protéine TOXA qui serait liée à la pathogénicité de cette espèce fongique (Ciuffetti 

et al., 1997). Le PPtTOXA a déjà prouvé son efficacité chez de nombreuses espèces de champignons 

filamenteux appartenant aux genres Alternaria, Botrytis, Fusarium ou encore Colletotrichum (Lorang et al., 

2001). Ce promoteur est présent dans le plasmide pCT74 (Figure 69). Ce même plasmide renferme la 

cassette de sélection à l’HygB optimisée et décrite ci-dessus (Lorang et al., 2001). 

2.2.3. Optimisation du châssis moléculaire 

La cassette de sélection à l’HygB, le PPtTOXA et la séquence codant une version de la GFP (SGFP) 

étant tous présents dans le pCT74, il aurait été envisageable d’utiliser directement cette construction 

comme cassette de fluorescence. Seulement, comme indiqué dans l’introduction, les gènes HHKs doivent 

être fusionnés à la GFP pour permettre leur localisation cellulaire. Or le pCT74 ne présente aucun site de 

restriction au niveau de la séquence d’initiation de la traduction de la SGFP pour permettre le clonage de 

ces grands gènes entre le PPtTOXA et la SGFP. 

En revanche, le plasmide pAYCU171 développé par le Dr Defosse T. possède lui de nombreux sites 

de restriction dans sa séquence (Defosse et al., 2018). De plus, ce vecteur se compose d’une cassette de 

sélection URA5 et d’une cassette d’expression contenant le gène yeGFP (pour yeast-enhanced GFP), une 

version optimisée de la séquence codant la GFP d’Aequora victoria pour les espèces Candida (Cormack et 

al., 1997 ; Papon et al., 2012). Par conséquent, le pAYCU171 servira de châssis moléculaire pour la 

construction de la cassette GFP dans lequel le marqueur de sélection URA5 sera remplacé par la cassette 
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Tableau XVI. Vecteurs plasmidiques utilisés dans les stratégies de clonage de la cassette de fluorescence. 

Vecteur plasmidique Origine Principaux éléments constituant le vecteur 

pAYCU171 – 
 Cassette de sélection URA5 

 Cassette d’expression yeGFP 

pCT74 – 
 Cassette de résistance à l’hygromycine B 

 Promoteur PPtTOXA 

pBluescript II KS + (pKS) –  Site multiple de clonage 

pAHSaGFP.1 Clonage dans le pAYCU171 
 Cassette de résistance à l’hygromycine B du pCT74 

 yeGFP et TMgTRPI du pAYCU171 

pAHSaGFP.2 Clonage dans le pAYCU171 

 Cassette de résistance à l’hygromycine B du pCT74 

 PPtTOXA du pCT74 

 yeGFP et TMgTRPI du pAYCU171 

pAHSaGFP.3 Clonage dans le pAYCU171 

 Cassette de résistance à l’hygromycine B du pCT74 

 PPtTOXA du pCT74 

 SGFP du pCT74 

 TMgTRPI du pAYCU171 
 

Tableau XVII. Amorces utilisées pour la construction de la cassette de fluorescence. 

Amorce 

sens 
Séquence 5’ → 3’ 

Tm  

(°C) 
Amorce  

anti-sens 
Séquence 5’ → 3’ 

Tm  

(°C) 

Taille des 
amplicons 

(pb) 
Annotation 

Construction de la cassette de fluorescence 

Clonage dans le pAYCU171 

HPH-F-sm1-NotI CTGAGAGCGGCCGCTGATATTGAAGGAGCATTTTTTGGG 67 
HPH-F-sm2-NotI CTGAGAGCGGCCGCGTTAACTGGTTCCCGGTCGGC 73 1410 

HPH_F1 

HPH-F-sm1-ApaI CTGAGAGGGCCCTGATATTGAAGGAGCATTTTTTGGG 65 HPH_F2 
TOXA-F-KpnI CTGAGAGGTACCCATGGAGGAGTTCTGTACGCGC 67 TOXA-R-XhoI CTGAGACTCGAGGACCTATATTCATTCATTGTCAGC 62 400 PPtTOXA_F1 
SGFP-F-XhoI GCGCAAACTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC 71 SGFP-R-AvrII GCGCAAACCTAGGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 69 720 SGFP_F1 

GYCN1 CTGAGAGCTAGCATGTCTAAAGGTGAAGAATTAT 56 GYCS2 CTGAGAGTCGACTTTGTACAATTCATCCATACCA 59 715 yeGFP_F1 
 

ATCG : adaptateur ; ATCG : site de restriction enzymatique ; ATCG : séquence de l’ADN à amplifier. 
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Figure 70. Amplification des fragments de PCR nécessaires à la construction de la cassette de 

fluorescence par clonage dans le plasmide pAYCU171. 

L’ensemble des fragments ont été amplifiés par PCR conventionnelle à l’aide de la GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase. 

A. Amplification des fragments HPH_F1 (~ 1,4 kb) et PPtTOXA_F1 (~ 400 pb) possédant les sites de restriction NotI et 

KpnI puis NotI et XhoI à leurs extrémités 5’ et 3’, respectivement. B. Amplification du fragment HPH_F2 (~ 1,4 kb) 

possédant le site de restriction ApaI à son extrémité 5’ et NotI à son extrémité 3’. 
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Figure 71. Construction de la cassette de fluorescence par clonage dans le plasmide pAYCU171. 

A. Le pAHSaGFP.1 a été obtenu après amplification de la cassette de sélection à l’hygromycine B (HPHsm-R-NotI/HPHsm-F-ApaI) issue du pCT74 puis digérée par les enzymes ApaI 

et NotI. Le pAYCU171 a été digéré par le même couple d’endonucléases afin d’exciser la cassette de sélection URA5. Ensuite, la cassette de résistance à l’hygromycine B a été insérée 

au niveau de ces mêmes sites dans le pAYCU171. B. Le pAHSaGFP.2 a été généré suite à l’amplification du promoteur PPtTOXA (TOXA-F-KpnI/TOXA-R-XhoI) issu du pCT74 puis digéré 

par les enzymes KpnI et XhoI. Le fragment correspondant au PPtTOXA a ensuite été inséré au niveau de ces mêmes sites de restriction dans le pAHSaGFP.1. La séquence terminatrice 

de Meyerozyma  guilliermondii TMgTRPI du pAYCU171 a été conservée derrière le gène de la yeGFP dans la construction finale. Le vecteur plasmidique final mesure environ 5,7 kb dont 

2,5 kb correspondent à la cassette de fluorescence. 

A. Hérivaux©2018 
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de résistance à l’HygB optimisée du pCT74 et le promoteur PPtTOXA remplacera le PMgACT1 de Meyerozyma 

guilliermondii d’origine. 

La cassette de fluorescence n’étant pas actuellement finalisée, nous avons ici souhaité présenter 

les premières étapes du développement de cet outil moléculaire. L’ensemble des plasmides utilisés et 

générés au cours de ces manipulations sont détaillés dans le Tableau XVI. Les amorces nécessaires à 

l’élaboration de la cassette de fluorescence sont présentées dans le Tableau XVII. 

2.3. Construction du système d’expression 

2.3.1. Clonage dans le pAYCU171 

 Les fragments HPH_F1 et PPtTOXA_F1 ont été amplifiés par PCR conventionnelle à partir du pCT74 

en utilisant les couples d’amorces respectifs HPH-F-sm1-NotI/HPH-F-sm2-NotI et TOXA-F-KpnI/TOXA-R-

XhoI (Figure 70.A). Au préalable, la cassette de sélection URA5 a été excisée du plasmide pAYCU171 

après digestion par l’endonucléase NotI. Le fragment HPH_F1, digéré par la même endonucléase, a été 

inséré au niveau du site de restriction NotI du pAYCU171. La digestion du vecteur pAYCU171 étant réalisée 

avec une seule enzyme, NotI, la probabilité que le plasmide puisse se recirculariser est importante. Par 

conséquent, une étape de déphosphorylation du plasmide a été réalisée en amont de la ligature. 

Cependant, suite à cette étape préliminaire le clonage du HPH_F1 dans le pAYCU171 déphosphorylé n’a 

jamais pu s’opérer. Nous avons de ce fait recherché une alternative de clonage. 

 Le SMC situé à l’extrémité 5’ de la cassette URA5 dans le pAYCU171 se compose de deux sites de 

restriction enzymatiques : NotI et ApaI (Figure 71). Ainsi, la cassette de sélection à l’HygB a de nouveau 

été amplifiée en conservant l’amorce 3’ précédemment utilisée alors que le site NotI a été remplacé par un 

site ApaI à l’extrémité 5’ (Figure 70.B). Ainsi, le fragment HPH_F2 a parfaitement été inséré dans le 

pAYCU171 au niveau des sites ApaI et NotI, générant le vecteur pAHSaGFP.1. 

 Puis, le fragment amplifié correspondant au PPtTOXA_F1 a été digéré par le couple d’enzymes 

KpnI/XhoI et ensuite inséré au niveau des sites de restriction correspondants du pAHSaGFP.1, remplaçant 

le PMgACT1. La construction plasmidique pAHSaGFP.2 d’environ 5,7 kb a ainsi été obtenue (Figure 71).  

La construction finale se compose donc : i) d’une cassette de sélection représentée par le fragment 

HPH_F2 (lui-même composé du gène hph, d’une partie du promoteur PAnTRPC et du PPtTOXA) et ii) d’une 

cassette d’expression qui renferme la séquence codant la protéine yeGFP dont l’expression est sous le 

contrôle du promoteur constitutif PPtTOXA et du terminateur TMgTRP1 (Figure 71 et 72). 

2.3.2. Transgénèse du pAHSaGFP.2 dans la souche de S. apiospermum IHEM 14462 

 La cassette de fluorescence, après digestion du plasmide pAHSaGFP.2 par le couple d’enzymes 

ApaI/XhoI, a été intégrée dans le génome de la souche IHEM 14462. Les transformants obtenus, au nombre 

de 7, ont été analysés par microscopie de fluorescence dans le but d’observer l’expression in situ de la 

yeGFP. Un faible signal fluorescent a pu être visualisé mais hélas d’intensité comparable au signal  
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Figure 72. Vérification de la construction plasmidique pAHSaGFP.2. 

Le plasmide pAHSaGFP.2 a été validé après digestion par différentes enzymes de restriction. Les profils de digestion 

attendus en fonction des enzymes étaient les suivants : ApaI/XhoI : ~ 3850 et 1850 pb, ApaI/NotI : ~ 4300 et 1400 

pb, KpnI/XhoI : ~ 5280 et 400 pb. 

 

Figure 73. Fluorescence chez Scedosporium apiospermum IHEM 14462. 

La fonctionnalité des protéines fluorescentes étudiées a pu être appréciée après transformation de S. apiospermum 

IHEM 14462 et observation du mycélium en microscopie à épifluorescence. A. Autofluorescence observée chez la 

souche IHEM 14462 de S. apiospermum. B. Expression de la protéine SGFP du vecteur pCT74 et sous la dépendance 

du PPtTOXA chez S. apiospermum IHEM 14462.  
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Figure 74. Amplification du fragment yeGFP_F1. 

Le fragment yeGFP_F1 a été amplifié par PCR conventionnelle (GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase) à partir de l’ADN 

des transformants issus de la transformation de S. apiospermum IHEM 14462 avec le vecteur de fluorescence 

pAHSaGFP.2. Une bande d’environ 700 pb est attendue.  

 

Figure 75. Amplification du fragment de PCR nécessaire à la construction de la cassette de fluorescence 

par clonage dans le plasmide pAHSaGFP.2. 

Le fragment SGFP_F1 (~ 700 pb) a été amplifié par PCR conventionnelle à l’aide de la GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase. 

Ce fragment comporte les sites de restriction XhoI à son extrémité 5’ et AvrII à son extrémité 3’. 
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Figure 76. Construction de la cassette de fluorescence par clonage dans le plasmide pAHSaGFP.2. 

Le fragment SGFP a été amplifié à partir du vecteur pCT74 (SGFP-F-XhoI/SGFP-R-AvrII) puis digéré par le couple 

d’enzymes XhoI/AvrII. Le plasmide pAHSaGFP.2 a été digéré par le même couple enzymatique afin d’exciser le gène 

codant la yeGFP dans le but de pouvoir ensuite y insérer le fragment SGFP et ainsi générer le pAHSaGFP.3. Le vecteur 

plasmidique final mesure environ 5,7 kb dont 2,5 kb correspondent à la cassette de fluorescence. 

  

A. Hérivaux©2018 
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d’autofluorescence de la souche non transformée (Figure 73.A). Ainsi, nous en avons conclu que la 

séquence de la GFP présente dans le système d’expression pAHSaGFP.2 n’est pas exprimée dans les 

conditions testées.  

 La première hypothèse dressée s’orientait vers une possible excision du PPtTOXA et/ou de la 

séquence codant la yeGFP lors de la transgénèse fongique. Les transformants étant capables de se 

développer sur les milieux contenant de l’HygB, il nous semblait logique d’affirmer que la cassette de 

sélection à l’HygB avait bien été intégrée. Des PCR ont été réalisées sur les ADN des différents 

transformants à l’aide des amorces utilisées précédemment pour le PPtTOXA_F1 et du couple GYCN1/GYCS2 

pour la yeGFP_F1. La PCR permettant de visualiser le fragment PPtTOXA_F1 s’est révélée négative à la fois 

pour les transformants et pour le témoin positif correspondant à la cassette AHSaGFP.2. En revanche, les 

résultats ont révélé la présence du fragment yeGFP_F1 chez tous les transformants (Figure 74).  

 Nous avons donc émis une seconde hypothèse. La séquence codant la protéine fluorescente de 

notre construction a été optimisée en vue d’une utilisation chez les espèces du genre Candida (Cormack et 

al., 1997 ; Cormack, 1998 ; Papon et al., 2012). Il est donc possible que la séquence de cette yeGFP ne 

soit pas adaptée à une expression dans notre champignon.  

Ainsi, nous nous sommes orientés vers la séquence codant la SGFP, qui a été utilisée avec succès 

chez plusieurs champignons filamenteux (Lorang et al., 2001). De plus, le Dr. Vandeputte P. avait pu 

démontrer au cours de l’année que la protéine SGFP, dont la séquence codante est présente dans le vecteur 

d’expression pCT74 et sous le contrôle du PPtTOXA, s’exprimait fortement chez notre souche fongique 

(Figure 73.B). 

2.3.3. Changement de séquence codant la protéine fluorescente 

 La séquence codant la protéine SGFP a été amplifiée à partir du plasmide pCT74 avec le couple 

d’amorces SGFP-F-XhoI/SGFP-R-AvrII, en prenant soin de ne pas amplifier le codon stop (Figure 75). 

Avant insertion du fragment SGFP_F1, le plasmide pAHSaGFP.2 a été digéré par les endonucléases XhoI 

et AvrII afin que la yeGFP soit excisée. Le vecteur d’expression pAHSaGFP.3 (~ 5,7 kb) a ainsi été généré 

en remplaçant le fragment yeGFP_F1 par le fragment SGFP_F1 (Figure 76). 

 Après digestion des minipréparations issues de la ligature de la SGFP dans le plasmide pAHSaGFP.3 

par le même couple d’enzymes, le gène codant la protéine GFP semblait correctement excisé (Figure 

77.A). En revanche, lorsque nous avons procédé à des vérifications enzymatiques supplémentaires sur ce 

même plasmide, les résultats n’étaient pas cohérents (Figure 77.B). Les expérimentations concernant le 

développement de la cassette de fluorescence chez S. apiospermum en sont actuellement à ce point.  
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Figure 77. Vérification de la construction plasmidique pAHSaGFP.3. 

A. Le fragment SGFP_F1 (~ 700 pb) a été excisé de la construction plasmidique pAHSaGFP.3 à l’aide des mêmes 

enzymes qui ont été utilisées lors du clonage, à savoir XhoI et AvrII. B. Des digestions enzymatiques complémentaires 

de vérification ont été effectuées sur le plasmide pAHSaGFP.3. Les profils de digestion attendus en fonction des 

enzymes étaient les suivants : AvrII/XhoI : ~ 4950 et 700 pb, SacII : ~ 4250, 1140 et 280 pb, PciII : ~ 4000 et 1650 

pb, EcoRI : ~ 5700 pb. 

 

Figure 78. Schématisation de la cassette de bioluminescence. 

LUC : gène luciférase ; P1 : séquence promotrice 1 ; P2 : séquence promotrice 2 ; SMC : site multiple de clonage ; T2 : 

séquence terminatrice 2. 

A. Hérivaux©2018 
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3. Cassette de bioluminescence 

Comme évoqué dans l’introduction, les HHKs sont des protéines qui ont été démontrées comme 

étant impliquées dans la virulence chez certains champignons pathogènes, notamment celles appartenant 

aux classes III et X. De ce fait, dans le cadre de cette thèse, il semblait primordial de pouvoir évaluer au 

sein même de l’équipe l’impact de la délétion de gènes codant des HHKs sur la pathogénicité de S. 

apiospermum. Actuellement, seul un modèle d’infection invasive à S. apiospermum chez le rat Sprague-

Dawley est disponible au laboratoire, conduisant généralement à une scédosporiose cérébrale chez les 

animaux. Dans tous les cas, ces expérimentations invasives nécessitent le sacrifice de l’animal afin de 

pouvoir récupérer les organes pour évaluer au mieux la dissémination hématogène du champignon dans 

l’organisme et la charge fongique dans les différents organes (Lelièvre et al., 2013 ; Lelièvre et al., 2018). 

Dans ce contexte, développer l’IBL semble une excellente alternative puisqu’elle est peu invasive, 

hautement sensible, non toxique pour l’animal et permet le suivi in vivo et en temps réel d’une infection 

par un agent pathogène et donc l’utilisation d’un nombre plus restreint en animaux (Papon et al., 2014). 

Grâce à cette technique, il serait alors possible de comparer la virulence de différentes souches de S. 

apiospermum, l’efficacité in vivo de molécules antifongiques mais aussi d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques. 

3.1. Introduction 

 La cassette de bioluminescence que nous souhaitions élaborer comprend i) une cassette de 

sélection identique à celle développée pour la cassette GFP et ii) une cassette d’expression renfermant une 

séquence codant une LUC. L’expression de la protéine sera régulée par le PPtTOXA (Figure 78). 

3.2. Pré-requis 

Comme mentionné précédemment, trois gènes LUC sont actuellement utilisés en IBL chez les 

champignons pathogènes (cf Analyse bibliographique, 4. Outils moléculaires) (Papon et al., 2014). 

Toutefois, le modèle animal disponible au laboratoire étant un modèle d’infection invasive, il est alors 

essentiel que la protéine LUC sélectionnée pour l’IBL soit adaptée au suivi des infections profondes.  

3.2.1. Choix du gène codant la luciférase 

Des études de suivi d’infections invasives à A. fumigatus et à C. albicans chez l’animal ont permis 

de recommander l’utilisation du gène fLUC de la luciole (Photinus pyralis) pour le suivi des infections 

profondes in vivo (Papon et al., 2014). En effet, la luciférase fLUC émet naturellement de la lumière à une 

longueur d’onde comprise entre 580 et 612 nm lorsqu’elle oxyde son substrat luciférine. A cette longueur 

d’onde, le signal n’est pas absorbé par l’hémoglobine, contrairement aux deux autres gènes LUC disponibles 

pour l’étude des champignons. Ainsi, cet argument majeur nous a d’ores et déjà conduis à sélectionner le 

gène fLUC de la luciole pour la construction de notre cassette d’IBL.  
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Tableau XVIII. Tableau d’usage des codons pour Scedosporium apiospermum IHEM 14462. 

Acide  
aminé 

Codon Nombre / 1000 Fraction 
 Acide  

aminé 
Codon Nombre / 1000 Fraction 

Ala 

GCG 389 22,04 0,33  

Leu 

TTG 416 23,57 0,26 

GCA 311 17,62 0,26  TTA 190 10,77 0,12 

GCT 197 11,16 0,17  CTG 340 19,27 0,22 

GCC 288 16,32 0,24  CTA 191 10,82 0,12 

Arg AGG 593 33,61 0,26  CTT 170 9,63 0,11 

 AGA 493 27,94 0,22  CTC 269 15,24 0,17 
 CGG 363 20,57 0,16  

Lys 
AAG 280 15,87 0,59 

 CGA 311 17,62 0,14  AAA 195 11,05 0,41 
 CGT 166 9,41 0,07  Met ATG 420 23,80 1,00 
 CGC 316 17,91 0,14  

Phe 
TTT 179 10,14 0,39 

Asn 
AAT 136 7,71 0,43  TTC 285 16,15 0,61 
AAC 177 10,03 0,57  

Pro 

CCG 591 33,49 0,34 

Asp 
GAT 96 5,44 0,48  CCA 525 29,75 0,30 
GAC 106 6,01 0,52  CCT 291 16,49 0,17 

Cys TGT 204 11,56 0,42  CCC 327 18,53 0,19 
 TGC 284 16,09 0,58  

Ser 

AGT 275 15,58 0,10 
Gln CAG 181 10,26 0,54  AGC 407 23,06 0,14 

 CAA 153 8,67 0,46  TCG 664 37,63 0,24 
Glu GAG 176 9,97 0,54  TCA 610 34,57 0,22 

 GAA 151 8,56 0,46  TCT 361 20,46 0,13 

Gly 

GGG 226 12,81 0,31  TCC 505 28,62 0,18 

GGA 194 10,90 0,26  

Thr 

ACG 514 29,13 0,32 

GGT 129 7,31 0,18  ACA 389 22,04 0,24 

GGC 186 10,54 0,25  ACT 314 17,79 0,19 

His 
CAT 114 6,46 0,42  ACC 414 23,46 0,25 
CAC 159 9,01 0,58  Trp TGG 385 21,82 1,00 

Ile 
ATA 209 11,84 0,33  

Tyr 
TAT 77 4,36 0,42 

ATT 159 9,01 0,25  TAC 105 5,95 0,58 
ATC 266 15,07 0,42  

Val 

GTG 276 15,64 0,38 
      GTA 151 8,56 0,21 
      GTT 94 5,33 0,13 
      GTC 200 11,33 0,28 
      

Stop 
TGA 308 17,45 0,61 

      TAG 125 7,08 0,25 
      TAA 70 3,97 0,14 

 

 

Analyse réalisée sur 52 490 nucléotides couvrant les codons des gènes actine, tubuline, superoxyde dismutase, 

HHKVIII, pig1, glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase, FKS1, catalase, facteur d’élongation de la transcription, 

DNA polymérase, glutathion-S-transférase, adénylate cyclase, bêta-glucosidase SUN, NRPS, calmoduline pk, chitine 

synthase V, pyruvate déshydrogénase.



Partie expérimentale – Outils moléculaires adaptés à S. apiospermum 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré 

dans la mucoviscidose   320 

Tableau XIX. Vecteurs plasmidiques utilisés dans les stratégies de clonage de la cassette de bioluminescence. 

Vecteur plasmidique Origine Principaux éléments constituant le vecteur 

pAYCU171 – 
 Cassette de sélection URA5 

 Cassette d’expression yeGFP 

pCgfLUC –  Gène luciférase CgfLUC 

pCT74 – 
 Cassette de résistance à l’hygromycine B 

 Promoteur PPtTOXA 

pBluescript II KS + (pKS) –  Site multiple de clonage 

pAHSaLUC.1 Clonage dans le pBluescript II KS +  TMgTRPI du pAYCU171 

pAHSaLUC.2 Clonage dans le pBluescript II KS + 
 CgfLUC du pCgfLUC 

 TMgTRPI du pAYCU171 

pAHSaLUC.3 Clonage dans le pBluescript II KS + 

 PPtTOXA du pCT74 

 CgfLUC du pCgfLUC 

 TMgTRPI du pAYCU171 

pAHSaLUC.4 Clonage dans le pBluescript II KS + 

 Cassette de résistance à l’hygromycine B du pCT74 

 PPtTOXA du pCT74 

 CgfLUC du pCgfLUC 

 TMgTRPI du pAYCU171 

pAHSaLUC.5 Clonage dans le pAHSaGFP.2 

 Cassette de résistance à l’hygromycine B du pCT74 

 PPtTOXA du pCT74 

 CgfLUC du pCgfLUC 

 TMgTRPI du pAYCU171 
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Tableau XX. Amorces utilisées pour le développement de la cassette de bioluminescence. 

Amorce 
sens 

Séquence 5’ → 3’ 
Tm  

(°C) 

Amorce 
anti-sens 

Séquence 5’ → 3’ 
Tm  

(°C) 

Taille des 

amplicons 
(pb) 

Annotation 

Construction de la cassette de bioluminescence 

PCR Fusion 

LUC-fus1 CAATTGACCAAGGGCCAGCCGTAGATGAGA 65 LUC-fus2 ACCCTTCTTGATGTTCTTAGCGTCTTCCATGACCTATATTCATTCATTGTCAGCTATCGC 67 1860 HPH/PPtTOXA_L1 
LUC-fus3 AGCGATAGCTGACAATGAATGAATATAGGTCATGGAAGACGCTAAGAACATCAAGAAGGGT 67 LUC-fus4 TAAAATTGAAATTCTTACACTTGTATGCTTTGTTAGACAGCAATCTTACCACCCTTCTTAG 65 4190 CgfLUC_L1 
LUC-fus5 GCTAAGAAGGGTGGTAAGATTGCTGTCTAACAAAGCATACAAGTGTAAGAATTTCAATTTT 65 LUC-fus6 TTGGCTACTGAAGCCGCTACCACCATCTTG 65 240 TMgTRPI_L1 
5’-Nest-LUC AAGGAAACGGGAGCCTGCTCACGAC 65 3’-Nest-LUC CGACCAAATCATCATGGCCAAGCGT 62 3630 K7LUC_L1 

Clonage dans le pBlueScript II KS+ 

LUC-1-BstXI CTGAGACCACCGCGGTGGTGATATTGAAGGAGCATTTTTTGGG 68 LUC-2-XbaI CTGAGATCTAGAGACCTATATTCATTCATTGT 56 1840 HPH/PPtTOXA_L2 
LUC-3-XbaI CTGAGATCTAGAATGGAAGACGCTAAGAACAT 59 LUC-4-BamHI CTGAGAGGATCCTTAGACAGCAATCTTACCAC 61 1665 CgfLUC_L2 
LUC-5-BamHI CTGAGAGGATCCTAACAAAGCATACAAGTGTA 59 LUC-6-HindIII CTGAGAAAGCTTTTGGCTACTGAAGCCGCTAC 63 215 TMgTRPI_L2 

HPHsm-F-BstXI GCGCAAACCACCGCGGTGGTGATATTGAAGGAGCATTTTTTGGG 70 HPHsm-R-NotI GCGCAAAGCGGCCGCGTTAACTGGTTCCCGGTCGGC 75 1410 HPH_L2 
TOXA-F-NotI GCGCAAAGCGGCCGCCATGGAGGAGTTCTGTACGC 72 TOXA-R-XbaI GCGCAAATCTAGAGACCTATATTCATTCATTGTCAGC 61 400 PPtTOXA_L2 

Clonage du gène CGfLUC dans le pAHSaGFP.2 

LUC-F-XhoI GCGCAAACTCGAGATGGAAGACGCTAAGAACAT 64 LUC-R-AvrII GCGCAAACCTAGGTTAGACAGCAATCTTACCAC 63 1665 CgfLUC_L3 
 

ATCG : adaptateur ; ATCG : site de restriction enzymatique ; ATCG : séquence chevauchante ; ATCG : séquence de l’ADN à amplifier. 
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Figure 79. Construction de la cassette de fluorescence par PCR fusion. 

Les trois fragments composant la cassette de bioluminescence ont tout d’abord été amplifiés indépendamment. Le 

fragment HPH/PPtTOXA_L1 (~ 1850 pb) a été amplifié à l’aide des amorces LUC-fus1 et LUC-fus2 à partir du pCT74. Le 

fragment CgfLUC_L1 (~ 1650 pb) a été amplifié à partir du pCgfLUC à l’aide du couple d’amorces LUC-fus3/LUC-fus4. 

Le dernier fragment qui correspond au terminateur du pAYCU171 (TMgTRPI_L1 de ~ 250 pb) a été amplifié à l’aide des 

amorces LUC-fus5 et LUC-fus6. Suite à cette première étape d’amplification, les trois fragments qui présentaient des 

régions chevauchantes à leurs extrémités ont été obtenus. La seconde étape a consisté à réaliser une nouvelle 

amplification en présence uniquement de nos 3 fragments afin de générer la cassette de bioluminescence. Cette 

nouvelle étape a été réalisée avec les amorces LUC-fus1 et LUC-fus6 dans un premier temps, puis avec les amorces 5’ 

et 3’-Nest-LUC dans un second temps. La cassette de bioluminescence ainsi générée mesure environ 3750 pb. 

 

Figure 80. Amplification des fragments de PCR nécessaires à la construction 

de la cassette de bioluminescence par PCR fusion. 

Les fragments de PCR HPH/PPtTOXA_L1, CgfLUC_L1 et TMgTRPI_L1 sont attendus aux tailles de ~ 1850, 1650 et 250 pb, 

respectivement. A. Amplifications réalisées à l’aide de la GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase. B. Amplification réalisée à 

l’aide de la Q5® High-Fidelity sans enhancer. 

A. Hérivaux©2018 
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3.2.2. Optimisation du gène fLUC 

Afin d’identifier une séquence fLUC disponible et dont la composition en codons serait en faveur 

d’une forte expression de la LUC dans notre modèle, nous avons dans un premier temps réalisé un tableau 

d’usage de codon chez S. apiospermum. Pour cela, nous avons étudié la composition en codons d’une 

quinzaine de gènes fortement exprimés dans l’espèce (Tableau XVIII). L’étude de la composition en 

codons des différentes versions de la fLUC disponibles dans les bases données et la comparaison avec 

notre tableau d’usage généré pour S. apiospermum nous a permis de sélectionner la version fLUC optimisée 

pour l’espèce C. glabrata (CgfLUCopt). Il est à noter que, de surcroît, cette dernière ne présente pas de 

séquence PTS1, conduisant à une localisation cytosolique de la LUC produite (Papon et al., 2014). Cette 

séquence CgfLUCopt nous a été grâcieusement transférée par le Pr. Brock M. (Université de Nottingham).  

De nombreuses difficultés ayant été rencontrées, la cassette d’IBL est toujours en cours de 

développement. Il nous semblait donc intéressant d’exposer l’ensemble des étapes du processus de 

construction de ce système d’expression. L’ensemble des plasmides utilisés et générés au cours de ces 

manipulations sont détaillés dans le Tableau XIX et les amorces nécessaires à l’élaboration de la cassette 

de bioluminescence sont présentées dans le Tableau XX. 

3.3. Construction du système d’expression 

3.3.1. PCR fusion 

La première approche concernant la construction de la cassette de bioluminescence reposait sur la 

PCR fusion (Figure 79). Les fragments de PCR HPH/PPtTOXA_L1, CgfLUC_L1 et TMgTRPI_L1 ont tout d’abord 

été amplifiés à l’aide des couples d’amorces respectifs suivants LUC-fus1/LUC-fus2, LUC-fus3/LUC-fus4 et 

LUC-fus5/LUC-fus6. Le premier fragment a été synthétisé à partir du pCT74, le second à partir du 

pCgfLUCopt et le dernier fragment est issu du pAYCU171. 

La Q5® High-Fidelity DNA polymerase est généralement préférée à la GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase 

pour amplifier l’ADN qui servira à la PCR fusion afin de minimiser au maximum les mutations 

potentiellement introduites durant la polymérisation et lorsque la taille des amplicons est importante. 

Cependant, les fragments correspondant CgfLUC_L1 et TMgTRPI_L1 n’ont pu être obtenus qu’avec la GoTaq® 

G2 Flexi DNA Polymerase (Figure 80.A). En ce qui concerne le premier fragment HPH/PPtTOXA_L1, un 

fragment d’environ 1,4 kb a été obtenu avec la GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase alors qu’un fragment de 1,8 

kb était attendu. Cet amplicon a finalement été obtenu en utilisant cette fois la Q5® High-Fidelity DNA 

polymerase (Figure 80.B). 

Ensuite, nous avons procédé à la PCR fusion en présence des 3 fragments générés et des amorces 

extérieures LUC-fus1 et LUC-fus6, sans réaliser de PCR intermédiaire. Comme illustré sur la Figure 81.A 

il semblerait que nous soyons parvenus à générer notre cassette puisque nous pouvons observer une bande 

à la taille attendue de 3,8 kb. Cependant, nous visualisons également une bande artéfact qui semblerait 

correspondre au fragment HPH/PPtTOXA_L1. La PCR fusion a été réitérée en optimisant les  



Partie expérimentale – Outils moléculaires adaptés à S. apiospermum 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   324 

 

Figure 81. Résultats de la PCR fusion. 

La cassette de bioluminescence généréee par PCR fusion, à l’aide de la Q5® High-Fidelity DNA polymerase, devrait 

mesurer environ 3750 pb. A. PCR fusion réalisée en présence des amorces externes LUC-fus1 et LUC-fus6. B. PCR 

fusion réalisée en présence des amorces externes LUC-fus1 et LUC-fus6 suite à une étape d’amplification intermédiaire. 

C. PCR fusion réalisée en présence des amorces 5’-Nest-LUC et 3’-Nest-LUC sans enhancer. D. PCR fusion réalisée en 

présence des amorces 5’-Nest-LUC et 3’-Nest-LUC en présence de l’enhancer. 
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Figure 82. Construction de la cassette de bioluminescence par clonage dans le pBluescript II KS +. 

A. La séquence terminatrice TMgTRPI (~ 200 pb) du vecteur pAYCU171 a été amplifié à l’aide des amorces LUC5-BamHI 

et LUC6-HindIII puis insérée dans le pKS au niveau des sites de restriction BamHI et HindIII après digestion. Le 

plasmide pAHSaLUC.1 a ainsi été obtenu. B. Le vecteur pAHSaLUC.1 résulte de l’amplification du gène qui code la 

CgfLUC (~ 16500 pb) par les amorces LUC3-XbaI et LUC4-BamHI et son insertion au niveau des sites XbaI et BamHI 

du pAHSaLUC.1. C. Le promoteur PPtTOXA (~ 400 pb) a été inséré aux sites enzymatiques NotI et XbaI dans le 

pAHSaLUC.3 après avoir été amplifié à partir du pCT74 et des amorces TOXA-F-NotI et TOXA-R-XbaI. D. Pour finir, la 

version optimisée de la cassette à l’hygromycine (~ 1400 pb) présente dans le pCT74 a été amplifiée à l’aide du couple 

d’amorces HPH-F-BstXI/HPH-R-NotI et insérée aux sites BstXI/NotI du pAHSaLUC.3. Le vecteur plasmidique final 

pAHSaLUC.4  (~ 6600 pb) aurait ainsi dû être obtenu et contenir la cassette de bioluminescence (~ 3700 pb). 

 

  

A. Hérivaux©2018 
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paramètres de l’amplification mais les essais n’ont pas été concluants. C’est pourquoi nous nous sommes 

inspirés du protocole de Yu et al. dans lequel ils réalisent une PCR intermédiaire avant de procéder à la 

PCR fusion terminale (2004). Malgré cette optimisation, l’obtention de la cassette reste un échec (Figure 

81.B). Jusqu’à présent, la PCR finale était réalisée à l’aide des amorces externes LUC-fus1 et LUC-fus6.  

La stratégie suivante a consisté à dessiner de nouvelles amorces 5’ et 3’ internes (5’-Nest-LUC et 

3’-Nest-LUC) pour réaliser une « PCR-nested » qui correspond à une « PCR dégénérée imbriquée » (Yu et 

al., 2004). Plus précisément, l’amorce 5’ externe débute après un résidu thymine ce qui empêche le 

décalage du cadre de lecture et donc l’insertion de mutations à l’extrémité 3’. En effet, les ADN polymérases 

ont la capacité d’ajouter des résidus adénines lors de la synthèse du brin complémentaire à la matrice qui 

dans le cas présent empêcherait la fusion des fragments d’ADN. Cette stratégie s’est une nouvelle fois 

révélée infructueuse (Figure 81.C). L’addition ou non du tampon enhancer en présence de la Q5® High-

Fidelity DNA Polymerase n’a pas changé l’issue (Figure 81.D). 

Pour sortir de cette impasse, nous avons décidé de nous réorienter vers le clonage de nos fragments 

d’intérêts dans le vecteur pKS. 

3.3.2. Clonage dans le pKS 

Après l’analyse des séquences à amplifier et de la carte de restriction du pKS, nous avons pu 

identifier 4 sites de restriction nous permettant le clonage des 3 fragments nécessaires à la construction 

de la cassette d’IBL (Figure 82). 

Ainsi, le fragment HPH/PPtTOXA_L2 a été amplifié à partir du pCT74 à l’aide du couple d’amorces LUC1-

BstXI/LUC2-XbaI. Le second fragment CgfLUC_L2 a été obtenu avec les amorces LUC3-XbaI et LUC4-

BamHI. Le dernier fragment TMgTRPI_L2 a été obtenu en amplifiant le terminateur du pAYCU171 en utilisant 

les amorces LUC5-BamHI et LUC6-HindIII. Les amplifications ont été réalisées par PCR conventionnelle. 

Nous avons aisément amplifié les fragments CgfLUC_L2 et TMgTRPI_L2 (Figure 83). En revanche, l’obtention 

du premier fragment (HPH/PPtTOXA_L2) s’est révélée infructueuse malgré de nombreux essais. En effet, nous 

obtenions une bande de taille largement inférieure à celle escomptée (< 1 kb au lieu d’environ 1,8 kb) 

(Figure 83). 

La stratégie de clonage nous a tout d’abord amenés à digérer l’amplicon TMgTRPI_L2 par les enzymes 

BamHI et HindIII afin de l’insérer au niveau de ces mêmes sites de restriction dans le pKS. Le plasmide 

obtenu est dénommé pAHSaLUC.1 (Figure 82). Puis, le fragment CgfLUC_L2 a été digéré par le couple 

enzymatique XbaI/BamHI. Cependant, ne parvenant pas à cloner cet ADN aux sites correspondants dans 

le pAHSaLUC.1, nous avons au préalable cloné le fragment CgfLUC_L2 dans le pGEM®-T Easy. Nous avons 

obtenu des résultats surprenants puisque nous ne sommes pas parvenus à exciser le fragment du vecteur 

en utilisant les enzymes XbaI/BamHI (Figure 84.A). D’autant plus surprenant qu’en utilisant NotI, nous 

sommes parvenus à exciser ce fragment (Figure 84.B). L’hypothèse qui s’offre à nous est qu’au moins 

un des deux sites de restriction n’est pas fonctionnel. Après avoir réalisé des digestions de vérification, il 

s’est avéré que le site de restriction BamHI était fonctionnel contrairement au site XbaI (Figure 84.C). Il  
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Figure 83. Amplification des fragments de PCR nécessaires à la construction de la cassette de 

bioluminescence par clonage dans le pBluescript II KS +. 

Les fragments de PCR HPH/PPtTOXA_L2, CgfLUC_L2 et TMgTRPI_L2 ont été amplifiés à l’aide des couples d’amorces 

respectifs LUC1-BstXI/LUC2-XbaI, LUC3-XbaI/LUC4-BamHI et LUC5-BamHI/LUC6-HindIII, et sont attendus aux tailles 

de ~ 1850, 1650 et 200 pb. 
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Figure 84. Excision du fragment CgfLUC_2 du pGEM®-T Easy. 

A. Digestion du vecteur pGEM®-T Easy (~ 3000 pb) par les enzymes XbaI et BamHI pour exciser le fragment CgfLUC_L2 

(~ 1660 pb). Les minipréparations n° 17, 19, 20 et 27 ont été digérées puisqu’une seule bande est visible après 

migration. Cette bande est > 4000 pb donc il semble bien que le plasmide ait intégré le fragment CgfLUC_L2 mais que 

celui-ci n’ait pas été excisé. B. Après digestion par NotI qui coupe de part et d’autre du fragment CgfLUC_L2, deux 

bandes sont observées aux tailles attendues (~ 3000 et 1660 pb) pour les minipréparations n° 17, 20 et 27. C. 

Digestions de vérification de l’excision du fragment CgfLUC_L2 du pGEM®-T Easy réalisées sur la minipréparation n°27. 

Deux bandes sont observées aux tailles attendues pour la digestion ApaI/XbaI, indiquant que le site XbaI est 

fonctionnel. En revanche, une seule bande est observée à environ 4700 pb pour les digestions en présence de l’enzyme 

BamHI, indiquant que ce site de restriction n’est pas fonctionnel puisque le fragment CgfLUC_L2 n’a pas été excisé du 

plasmide. 
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Figure 85. Amplification des seconds fragments de PCR nécessaires à la construction de la cassette de 

bioluminescence par clonage dans le pBluescript II KS +. 

Les fragments de PCR HPH_L1 et PPtTOXA_L1 ont été amplifiés (GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase) à l’aide des couples 

d’amorces respectifs HPH-F-BstXI/HPH-R-NotI et TOXA-F-NotI/TOXA-R-XbaI, et sont attendus aux tailles de ~ 1400 

et 400 pb. 
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Figure 86. Construction de la cassette de bioluminescence par clonage dans le pAHSaGFP.2. 

La séquence CgfLUC a été amplifiée à l’aide des amorces LUC-F-XhoI et LUC-R-AvrII puis insérée aux sites 

de restriction XhoI et AvrII dans le plasmide pAHSaGFP.2 à la place du gène yeGFP. Le plasmide 

pAHSaLUC.5 ainsi généré mesure environ 6,6 kb et contient la cassette de bioluminescence d’environ 3,7 

kb. 

 

A. Hérivaux©2018 
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est connu que le site de restriction XbaI peut être sensible à l’activité des méthylases bactériennes. Plus 

précisément, si le site de restriction 5’ TCTAGA 3’ est précédé par le doublet GA ou suivi de TC, alors l’un 

des résidus adénosine du site de restriction sera méthylé lors de l’amplification du plasmide par une souche 

bactérienne classique, comme celle utilisée au laboratoire. L’amorce LUC3-XbaI présentait des résidus GA 

en amont du site de restriction de l’enzyme, entraînant la méthylation du site de restriction lors des 

transformations bactériennes du pGEM®-T Easy. Cependant, l’extrémité 5’ de l’amplicon CgfLUC_L2 étant 

digérée avant son intégration dans le vecteur pAHSaLUC_1, nous n’aurions pas dû être impactés par les 

phénomènes de méthylation et obtenir aisément le nouveau vecteur pAHSaLUC.2. 

Devant ces difficultés, deux nouvelles stratégies ont été initiées. La première a consisté à amplifier 

individuellement la cassette de sélection à l’HygB et le promoteur PPtTOXA, comme opéré pour la cassette de 

fluorescence, bien que générant la réalisation de 2 étapes de clonages alors qu’initialement une seule aurait 

suffi. De ce fait, les fragments HPH_L2 et PPtTOXA_L2 issus du pCT74 ont été amplifiés par les couples 

d’amorces respectifs HPH-F-BstXI/HPH-R-NotI et TOXA-F-NotI/TOXA-R-XbaI (Figure 85). Les fragments 

étant amplifiés, nous pouvions à présent envisager l’élaboration des vecteurs pAHSaLUC.3 et pAHSaLUC.4  

(~ 6,6 kb). 

La seconde stratégie a consisté à insérer le gène CgfLUCopt à la place du gène SGFP dans le plasmide 

fluorescent pAHSaGFP.2. 

3.3.3. Clonage dans le pAHSaGFP.2 

En parallèle des clonages dans le pKS, il a été possible d’envisager l’intégration du gène codant la 

protéine LUC à la place du gène SGFP dans le pAHSaGFP.2. La séquence codante de la protéine SGFP a 

donc été éliminée du vecteur pAHSaGFP.2 après digestion par XhoI et AvrII. Le fragment CgfLUC_L3 a été 

amplifié par PCR conventionnelle à l’aide des amorces LUC-F-XhoI et LUC-R-AvrII puis digéré par les 

mêmes enzymes que la SGFP de façon à ce qu’il puisse ensuite être intégré dans le vecteur  aux mêmes 

sites de restriction et ainsi générer le vecteur pAHSaLUC.5 (~ 6,6 kb) (Figure 86). Les expérimentations 

concernant le développement d’une cassette d’IBL chez S. apiospermum en sont actuellement à ce point. 

4. Conclusion générale 

 Concernant la cassette de fluorescence, il semblerait que la cassette finale ait été obtenue puisque 

le gène SGFP semble être inséré dans le vecteur pAHSaGFP.2. Cependant, lorsque nous procédons à des 

vérifications enzymatiques complémentaires, les profils électrophorétiques restent incohérents. Lorsque la 

cassette de fluorescence sera validée, il sera encore nécessaire de s’assurer de l’expression de la SGFP 

chez notre organisme fongique. Ensuite, des ADN complémentaires des HHKs seront générés puis insérés 

entre le PPtTOXA et la SGFP. Nous espérons par cette approche à moyen terme pouvoir étudier la localisation 

subcellulaire des différentes HHKs identifiées chez S. apiospermum.  

 Concernant la cassette de bioluminescence, nous essayons d’intégrer en vain les fragments 

CgfLUC_L2 et CgfLUC_L3 dans leurs plasmides respectifs pAHSaLUC.1 et pAHSaGFP.2. 
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 Depuis le début des années 2000, il est admis que la famille des HKs est largement représentée 

dans l’ensemble des clades procaryotes et confère à ces micro-organismes la capacité de percevoir les 

variations environnementales. Ces protéines « senseurs » seraient notamment impliquées dans 

l’adaptation aux stresses et la virulence de nombreuses bactéries pathogènes (Mascher et al., 2006). A 

l’ébauche de cette thèse, les connaissances concernant la structure et la distribution des HKs chez les 

eucaryotes étant limitées aux données disponibles chez les Streptophyta (plantes terrestres), les Dikarya 

(champignons supérieurs) et les Dictyostelides (amibes sociales) (Schaller et al., 2011), nous avons 

souhaité dans un premier temps explorer in silico la distribution et la structure des HKs à travers les 

différents super-groupes eucaryotes. 

 D’autre part, les modifications environnementales, climatiques ou comportementales que nous 

connaissons depuis quelques années ont favorisé l'émergence de nombreuses maladies infectieuses. La 

lutte contre ces maladies passe par une bonne connaissance de l’écologie des micro-organismes en cause 

et de leur mode de transmission mais également par l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques qui 

pourrait résulter d'une meilleure compréhension de leur physiologie et de leurs mécanismes 

pathogéniques. Dans ce contexte, les travaux scientifiques développés par l’équipe du GEIHP portent 

depuis plus de 10 ans sur les infections respiratoires fongiques au cours de la mucoviscidose, et notamment 

celles causées par Scedosporium apiospermum qui se situe au deuxième rang parmi les champignons 

filamenteux. Dans le domaine de la microbiologie, les HKs attirant l’attention de la communauté scientifique 

depuis quelques années en tant que nouvelles cibles thérapeutiques pour le développement d’antibiotiques 

et d’antifongiques (Bem et al., 2015 ; Shor and Chauhan 2015), nous avons ainsi proposé en parallèle des 

objectifs de bio-informatique d’étudier la fonction des HKs chez S. apiospermum. 

 Suite aux diverses expérimentations menées au cours de ce travail de thèse, nous proposons ici 

une discussion qui émane des différents résultats générés et qui s’ouvrira sur quelques perspectives.  

 Pour commencer, suite à l’invitation à rédiger une mini-revue dans le périodique PloS Pathogens, 

il nous est apparu essentiel de progressivement appréhender la structure et la distribution des HKs chez 

l’ensemble des clades eucaryotes (Hérivaux et al., 2016). En effet, les ressources génomiques ne cessant 

de se développer, il devenait possible alors d’identifier des séquences d’HKs dans des clades peu explorés 

jusqu’ici. Ainsi, une première étude bio-informatique s’est intéressée aux HKs chez les champignons 

inférieurs (Early Diverging Fungi, EDF) et a conduit à la publication d’un article dans le journal mBio 

(Hérivaux et al., 2017). Dans la continuité, une seconde étude bio-informatique publiée dans le journal 

Current Genetics a été menée chez les levures Saccharomycotina afin de m’aguerrir aux outils de bio-

informatique (Hérivaux et al., 2018). Cette seconde étude nous a confortés dans l’idée d’initier une analyse 

bio-informatique des HKs « à plus grande échelle » et de l’étendre à l’ensemble des clades eucaryotes. Les 

résultats générés ont fait l’objet de la rédaction d’un article qui est en cours de révision pour publication 

dans le journal Genome Biology and Evolution (Kabbara et al., unpublished). 
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 Au-delà de consolider la classification des HKs fongiques décrites dans la revue précédente (PloS 

Pathogens) (Hérivaux et al., 2016), l’article paru dans le journal mBio (Hérivaux et al., 2017) a permis 

d’identifier pour la première fois chez les EDF des séquences homologues à celles de récepteurs à hormones 

(cytokinine et éthylène) décrits initialement chez les plantes. La présence de telles HKs chez les espèces 

EDF vivant en symbiose avec les végétaux suggère ainsi que ces récepteurs pourraient jouer un rôle majeur 

dans l’interaction des champignons inférieurs avec les plantes. De plus, compte tenu de la distribution de 

ces homologues de récepteurs à phytohormones dans la phylogénie des EDF, il serait même permis de 

spéculer sur une implication de ces récepteurs qui, au cours de l’évolution, auraient orchestrés via des 

communications hormonales il y a plus de 400 millions d’années les premières interactions champignons-

plantes ayant potentialisées leur colonisation de l’espace terrestre. A plus large échelle, il semblerait que 

ces récepteurs à hormones soient impliqués dans les communications inter-organismes, mêmes entre 

espèces appartenant à des règnes différents. En effet, nous avons pu identifier des séquences homologues 

à ces récepteurs chez bien d’autres clades eucaryotes dans l’étude actuellement en révision pour le journal 

Genome Biology and Evolution (Kabbara et al., unpublished). Ces résultats confortent d’ailleurs l’hypothèse 

exposée dans le manuscrit valorisé dans mBio mais aussi dans un second article récemment publié par 

l’étudiante Master 2 que j’ai pu encadrer durant ma seconde année de thèse (Kabbara et al., 2018). Plus 

que la description de ces protéines homologues aux récepteurs à phytohormones chez divers clades 

eucaryotes, notre dernière étude de bio-informatique a également permis d’améliorer nos connaissances 

sur la distribution globale des HKs chez les eucaryotes. Nous avons pu en particulier décrire pour la 

première fois cette famille de protéines chez des super-groupes eucaryotes jusqu’alors jamais explorés 

(ex. Apusozoa, Excavata et SAR). La leçon sans doute la plus intéressante que nous avons pu tirer de cette 

étude émane de l’observation de l’acquisition progressive de diverses classes d’HKs dans certains clades 

et dont la fonction supposée peut être corrélée à l’acquisition de nouveaux traits physiologiques des 

organismes concernés au cours de l’évolution.  

 S’ajoutant aux objectifs principaux d’explorer la structure et la distribution des HKs chez les 

eucaryotes, nous souhaitions également à travers ces différentes études bio-informatiques développer nos 

connaissances concernant les mécanismes mis en jeu lors de l’acquisition et de la diversification structurale 

des HKs par les organismes eucaryotes. A cet effet, la littérature avançait jusqu’alors deux processus 

essentiels qui ont sans doute mené à l’acquisition d’un pool initial d’HKs chez les eucaryotes  : 

l’endosymbiose mitochondriale puis l’endosymbiose d’une cyanobactérie ayant notamment aboutit à 

l’acquisition de plastes (Schaller et al., 2011). Des évènements de duplication suivis de mutations à partir 

de cette série primitive de gènes HKs ont certainement par la suite participé à un premier niveau de 

diversification de ces protéines au sein des eucaryotes. Dans notre étude, nous avons pu mettre en 

évidence d’autres processus ayant potentiellement permis aux eucaryotes de diversifier leur batterie de 

gènes HKs au cours de l’évolution et relèveraient d’exceptionnelles intégrations d’ADN de virus géants 

ayant notamment abouti à l’acquisition de récepteurs aux cytokinines chez certains Straménopiles ou 

encore de sporadiques évènements plus ou moins récents de transferts latéraux de gènes (LGT pour Lateral 
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Gene Transfer) à partir de bactéries, bien plus rarement à partir d’autres eucaryotes (Kabbara et al., 

unpublished).  

 Si l’élucidation des mécanismes à l’origine de l’acquisition et la diversification de la famille des HKs 

chez les eucaryotes a représenté un champ d’investigation passionnant dans mon projet, les différentes 

études in silico que nous avons menées dans le cadre de cette thèse ont également révélé le constat 

intriguant qu’une fois l’explosion précoce (multiplication et diversification des structures) des gènes HKs 

réalisée chez les eucaryotes, il semblerait que ces gènes soient par la suite progressivement perdus au 

cours de l’évolution. Bien que des profils différents aient pu être observés en fonction des clades considérés, 

une tendance commune concernant l’évolution tardive de la composition des génomes en gènes codant 

des HKs a pu être révélée à l’étude de deux super-groupes : les Archaeplastida (végétaux) et les 

Opisthokonta (incluant les champignons). En effet, les espèces végétales ancestrales, aux modes de vies 

aquatiques originels, semblent effectivement avoir tout d’abord diversifié leurs gènes HKs en vue de 

l’adaptation aux nouvelles contraintes environnementales liées à la colonisation progressive du milieu 

terrestre (détection d’HKs pouvant percevoir les chocs osmotiques, différentes ondes de lumière, les 

stresses oxydants ou encore les nitrates chez les espèces représentant la transition « mode de vie 

aquatique »/ « mode de vie terrestre »). Une fois le processus de terrestrialisation opéré, les espèces 

végétales ont évolué vers des modes de vie et des écotopes de plus en spécialisés, et une perte progressive 

des gènes HKs y est associée. Il en va de même au sein du règne fongique. Suite à l’explosion du nombre 

de gènes HKs accompagnant la terrestrialisation, une perte progressive de ces gènes est observée au cours 

de l’évolution des espèces fongiques vers des modes de vies ou des écotopes de plus en plus spécialisés. 

Cette hypothèse est soutenue à travers les résultats générés chez les levures Saccharomycotina pour 

lesquelles une perte des gènes HKs par érosion des génomes a pu être mise en évidence (Hérivaux et al., 

2018). Il semblerait que la disparition tardive des HKs au cours de l’évolution ne soit pas exclusivement le 

résultat du phénomène d’érosion des génomes. En effet, l’activité HK est supposée être l’ancêtre de 

l’activité Ser/Thr kinase. Ceci est argumenté par le fait que le domaine catalytique des protéines HKs 

présente primairement des homologies avec celui des Ser/Thr kinases (Schaller et al., 2011). De plus, 

certaines classes d’HKs, à l’instar des récepteurs à l’éthylène, les phytochromes ou encore les rhodopsines 

présentent à l’origine une activité HK chez les espèces primitives et moyennes mais une activité Ser/Thr 

kinase est décrite pour les protéines issues des gènes orthologues chez des espèces plus évoluées d’un 

même super-groupe. Une certitude reste que l’activité HK correspond à l’une des premières activités 

enzymatiques sélectionnées sur terre pour efficacement orchestrer les voies de signalisation cellulaires 

indispensables à la perception, la transduction et la mise en place de réponses adaptées des organismes 

aux différents signaux et contraintes du milieu dans lesquels ils se développent. Au cours de l’évolution 

des eucaryotes, il semblerait cependant que l’activité HK ait été progressivement remplacée par de 

nouvelles voies de signalisation (Ser/Thr kinases, Tyr kinases, voie de l’AMPc, protéines G, …). Les 

spéculations pouvant justifier ce remplacement seront réservées à des aspects ayant attrait à la 

thermodynamique et ne seront pas consolidées ici. 
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 Une ultime interrogation, restant encore à ce jour énigmatique, concerne l’absence totale d’HKs 

chez les animaux. Fort heureusement, ce constat reste précisément la base de considération de ces 

protéines en tant que cibles thérapeutiques potentielles. Cependant, nous avons pu décrire une vingtaine 

de gènes codant des HKs chez l’espèce actuellement reconnue comme un ancêtre commun des différents 

clades animaux : Capsaspora owczarzaki. L’évolution rapide des génomes du règne animal semble corrélée 

avec l’éviction précoce des HKs des génomes ancestraux animaux. Cependant, les réels arguments 

génétiques expliquant cette absence de gènes HKs dans les génomes animaux demeurent plus 

qu’hypothétiques.  

 Le nombre de séquences de génomes disponibles allant exploser de manière exponentielle dans 

les années à venir, il sera possible dans un futur proche d’explorer à une échelle encore plus étendue la 

distribution de ces protéines chez les eucaryotes et donc de mieux appréhender l’évolution de ces senseurs. 

 Comme décrit dans la seconde partie des résultats présentés dans ce manuscrit, nos efforts ne se 

sont pas uniquement concentrés sur des aspects de bio-informatique. En effet, si l’exploration in silico de 

l’évolution de la structure et la distribution des HKs chez les eucaryotes m’est apparue un fascinant champ 

d’investigation, il n’en demeure pas moins qu’il est essentiel d’approfondir les connaissances concernant la 

fonctionnalité de ces protéines. Chez les champignons, les connaissances concernant le rôle des différents 

groupes d’HHKs restant très fragmentaires (Defosse et al., 2015 ; Hérivaux et al., 2016), le but de la 

seconde partie expérimentale a donc été de caractériser la fonction des HHKs chez l’espèce fongique 

modèle du laboratoire GEIHP : S. apiospermum. 

 Cette étude a été initiée par la recherche des gènes HHKs dans le génome de S. apiospermum. Au 

total, 8 protéines ont été identifiées. Jusqu’à ce jour, aucune recherche d’HHKs n’avait été menée chez les 

espèces appartenant aux Microascales. Les 8 HHKs identifiées appartiennent à 7 classes différentes : 

HHKIII, HHKIV, HHKV, HHKVI, HHKVIII, HHKX et HHKXI (Catlett et al., 2003). Parmi ces classes d’HHKs 

identifiées chez S. apiospermum, certaines sont également représentées chez les levures bourgeonnantes 

(Saccharomycotina). L’unique HHK de S. cerevisiae qui est considérée comme une espèce modèle 

levuriforme parmi les plus évoluée, appartient à la classe HHKVI (nommée Sln1p, un osmosenseur). Les 3 

classes représentées chez C. albicans (HHKIII, HHKVI et HHKX) sont connues pour être impliquées dans 

la pathogénicité de cette levure. Enfin, l’espèce modèle basale de levures Saccharomycotina Lipomyces 

starkeyi présente 5 classes d’HHKs (HHKIII, HHKV, HHKVI, HHKX et HHKXI). La présence des 5 classes 

d’HHKs chez cette espèce basale de levure reflète sans doute les origines filamenteuses des 

Saccharomycotina (Hérivaux et al., 2018). Ainsi, S. apiospermum ne présente que deux classes 

supplémentaires d’HHKs par rapport aux levures (HHKIV et HHKVIII). Au sein des Ascomycota, la diversité 

des HHKs chez S. apiospermum est donc peu marquée comparé à d’autres espèces qui peuvent contenir 

jusqu’à 11 classes d’HHKs différentes (Catlett et al., 2003 ; Defosse et al., 2015 ; Hérivaux et al., 2016).  

 Bien que les classes IV, V, VI et XI aient également été démontrées comme liées à la virulence 

chez quelques espèces modèles telles qu’A. fumigatus (Clemons et al., 2002), C. albicans (Yamada-Okabe 
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et al., 1999) ou M. oryzae (Jacob et al., 2014), les classes III et X restent les plus largement documentées 

comme impliquées dans les processus pathogéniques chez les champignons (Defosse et al., 2015 ; 

Hérivaux et al., 2016). C’est pourquoi les stratégies d’invalidation de gènes se sont tout d’abord focalisées 

vers l’obtention de mutants pour les gènes HHKIII et HHKX. En outre, peu de données étant disponibles 

sur les autres classes d’HHKs, nous avons également envisagé de les déléter chez S. apiospermum. 

 Il est essentiel de conserver à l’esprit que les expérimentations de génétique fongique et la 

génération de mutants n’étaient qu’à leurs prémices à mon arrivée au laboratoire pour débuter ma thèse. 

Ainsi, l’invalidation de 6 gènes chez S. apiospermum représentait réellement un projet ambitieux compte 

tenu des outils génétiques disponibles dans l’équipe et qui consistaient en deux marqueurs de sélection et 

un système de transformation qui avaient permis jusqu’à présent la génération d’un seul mutant (gène 

CYR1 par le Dr. Vandeputte P.).  

 Dans l’optique de générer des mutants multiples ou encore d’envisager la construction de souches 

complémentées, de nouveaux marqueurs de résistance aux drogues devaient être identifiés. C’est pourquoi 

nous avons dans un premier temps initié des expériences visant à développer de nouveaux marqueurs de 

sélection pour la transgénèse de S. apiospermum. Ces recherches se sont malheureusement révélées 

infructueuses puisqu’aucun nouveau marqueur de sélection n’a pu être mis au point. En effet, les spores 

de S. apiospermum se sont montrées naturellement résistantes à un grand nombre de xénobiotiques testés 

(des profils différents de sensibilité aux drogues ont pu être observés chez les autres espèces de 

Scedosporium testées en parallèle). Quelques drogues semblaient pourtant prometteuses sur les spores 

mais les protoplastes correspondants ont révélé globalement une sensibilité moindre par rapport à ces 

composés. Ceci reste bien entendu surprenant. Il nous aurait semblé en effet plus cohérent que les 

protoplastes soient plus sensibles que les spores à ces molécules toxiques puisque les protoplastes sont 

dépourvus de paroi.  

 Au vu de nos résultats, les perspectives proposées ne s’orienteront donc pas vers l’identification 

de nouvelles drogues de sélection mais plutôt vers le développement d’un système de recyclage du 

marqueur de sélection. Dans cette optique et suite aux premiers essais de transgénèse, nous avons pu 

valider le premier système recyclable au laboratoire même si ce protocole mérite encore d’être optimisé. 

Grâce à ce nouvel outil, la complémentation de souches mutées est à présent envisageable dans l’équipe.  

 Au-delà de disposer de la capacité de recycler notre marqueur de sélection, générer facilement 

une souche mutante demeure un enjeu majeur puisque la souche de référence de S. apiospermum, IHEM 

14462, présentait d’ores et déjà lors de nos expériences préliminaires un faible taux de recombinaison 

homologue des cassettes apportées par transgénèse. En effet, les Fungi, et plus particulièrement les 

champignons filamenteux, possèdent une voie dite de « réparation illégitime » ou « NHEJ » impliquant le 

complexe protéique Ku70/Ku80/Lig4. Dans le but de favoriser les évènements de recombinaison 

homologue lors de la transgénèse de S. apiospermum, une souche ku70 a été générée. Cependant, les 

différents phénotypes des mutants issus de cette souche parentale devront être interprétés avec précaution 

car des différences ont pu être observées entre la souche ku70 et la souche sauvage IHEM 14462. 
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 Comme relaté dans ce manuscrit, nous avons hélas dû faire face à de nombreux écueils. Toutefois, 

nous sommes parvenus à générer des souches mutantes pour le gène HHKIII. Des transformants ont 

également été obtenus pour les autres HHKs mais la caractérisation moléculaire de ces clones devra être 

finalisée. Lorsque les souches mutées auront été complémentées, bien d’autres phénotypes que ceux 

présentés dans le manuscrit seront étudiés tels que le dosage de la mélanine, l’étude de l’interaction hôte-

pathogène in vitro (résistance à la phagocytose) ou encore des tests de virulence en modèle murin.  

 Parallèlement, les efforts sont à poursuivre afin d’optimiser les outils de biologie moléculaire 

actuellement disponibles au laboratoire. Suite aux expérimentations menées au cours de ce travail de 

thèse, il s’est avéré que la construction des cassettes de délétion ainsi que la transgénèse du champignon 

constituent des facteurs limitants en vue de l’obtention de mutants et donc de la caractérisation 

fonctionnelle des gènes chez S. apiospermum. Le système CRISPR/Cas9 (pour Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats) pourrait permettre de lever ces verrous qui retardent 

continuellement nos programmes de recherche en génétique fongique. Ce système a été décrit initialement 

en 1987 chez E. coli puis il a été identifié chez de nombreuses autres espèces bactériennes (Lander, 2016 

; Peng et al., 2016). A l’origine, le système CRISPR-Cas9 de type II constitue un mécanisme de défense 

adaptatif des cellules bactériennes contre les agressions des bactériophages et des virus par scission de 

l’ADN (Lander, 2016 ; Wright et al., 2016). La protéine Cas9 reconnaît spécifiquement une séquence sur 

un ARN guide. Cet ARN possède une seconde séquence modifiable qui définit la cible. A insi, l’ARN guide se 

fixe sur l’ADN cible, la protéine Cas9 reconnaît la séquence présente sur cet ARN et induit une cassure 

double-brin de l’ADN cible via son activité endonucléase (Peng et al., 2016 ; Wang et al., 2016 ; Deng et 

al., 2017). Depuis le début des années 2010, ce système apparaît comme un nouvel outil puissant utilisé 

notamment pour l’invalidation de gènes. Au départ restreint aux cellules mammifères (Lander, 2016 ; 

Wright et al., 2016 ; Mojica et Montoliu, 2016), l’utilisation de ce nouvel outil se démocratise petit à petit 

chez les champignons filamenteux (Deng et al., 2017 ; Nødvig et al., 2015 ; Shi et al., 2017 ; Wang et al., 

2017). 

 Pour finir, nous avons souhaité construire de nouveaux outils qui permettront à terme de 

développer l’imagerie de fluorescence et de bioluminescence chez Scedosporium. Ces approches sont au 

final encore très peu démocratisées dans le domaine de la mycologie médicale.  

 Actuellement, le vecteur permettant d’exprimer une GFP est en cours de validation. Une fois que 

la construction sera fonctionnelle, les premiers essais de localisation subcellulaire des HHKs pourront être 

entrepris. En effet, dans le cas où nos études phénotypiques de mutants révèleraient que les HHKs de S. 

apiospermum pourraient constituer de nouvelles cibles thérapeutiques, la localisation cellulaire de la cible 

fongique demeure une donnée indispensable au développement de nouveaux inhibiteurs (optimisation du 

ciblage). Les voies de signalisation impliquant des HKs sont à l’origine d’une cascade de phosphorylation. 

C’est pourquoi, l’inhibition de l’autophosphorylation de l’HK apparaît comme une cible précoce idéale. Plus 

précisément, la majorité des inhibiteurs d’HKs bactériennes actuellement en cours de développement 
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ciblent le domaine cytoplasmique de liaison à l’ATP de l’HK puisque celui-ci n’est pas présent chez les 

Ser/Thr kinases et les Tyr kinases (Wilke et al., 2015 ; Velikova et al., 2016 ; Tiwari et al., 2017 ; Utsumi 

et al., 2017 ; Wilke et al., 2018). L’inhibition de l’autophosphorylation de l’HK peut également résulter de 

la fixation d’un inhibiteur sur le domaine de dimérisation (H-box) ou le domaine de régulation de la réponse 

(Tiwari et al., 2017 ; Utsumi et al., 2017). Malheureusement, ces molécules, bien que démontrant une 

capacité d’inhibition effective de l’HK, sont généralement toxiques pour la cellule mammifère (Wilke et al., 

2015). 

 L’imagerie de fluorescence au laboratoire ne devra pas seulement se limiter à l’expression de 

protéines de fusion avec la seule GFP pour la localisation cellulaire. D’autres variants de gènes codant des 

protéines fluorescentes, comme ceux codant la Yellow Fluorescent Protein (YFP), la Cyan Fluorescent 

Protein (CFP) et la Red Fluorescent Protein (RFP) devront être expérimentés dans l’équipe. En effet, les 

protéines fluorescentes peuvent également permettre d’appréhender la dynamique de protéines ou encore 

les interactions protéines-protéines mais ces approches nécessitent au préalable la disponibilité de divers 

variants de protéines fluorescentes (Enterina et al., 2015 ; Senutovitch et al., 2015). Mettre au point ce 

type de technologies deviendra à court terme un enjeu majeur dans l’équipe dans le cadre du 

développement progressif de thèmes de recherche liés à l’étude des voies de signalisation cellulaires.  

 Depuis quelques années, les travaux menés au sein du laboratoire s’appliquent notamment à 

générer des souches mutantes pour des gènes qui sont potentiellement impliqués dans la virulence de S. 

apiospermum et qui pourraient constituer de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles (ex. gène CYR1 

impliqué dans la résistance aux antifongiques azolés, gène ACYA qui code une adénylate cyclase 

responsable de l’accumulation progressive de mélanine dans la paroi du champignon qui est ensuite 

capable d’échapper à la réponse immunitaire, gènes impliqués dans le métabolisme du fer, gènes codant 

les HHKs, …). Si les techniques classiques d'étude phénotypique sont bien maîtrisées par les chercheurs 

de notre groupe, l’absence d’un système simple d’évaluation de la virulence de nos souches de S. 

apiospermum, et en particulier les mutants, freine notre capacité à finaliser nos approches de génomique 

fonctionnelle. Le système d’évaluation de la virulence des souches par la technologie d’imagerie de 

bioluminescence (IBL) que nous proposions de développer en dernière partie de ce travail viendrait donc 

compléter l'arsenal des techniques à notre disposition pour valider la fonction des gènes candidats 

potentiellement impliqués dans l’adaptation et la virulence du champignon. Cette approche s’inscrivait donc 

parfaitement dans notre stratégie globale visant à identifier de nouvelles cibles fongiques ce qui constitue 

une étape importante pour le développement de nouveaux inhibiteurs utilisés seuls ou en association avec 

les antifongiques actuels. Depuis quelques années, de nouveaux modèles animaux sont proposés pour 

étudier la pathogénicité de différents micro-organismes, y compris des champignons comme A. fumigatus 

ou C. albicans. Ces mini-modèles s’imposent progressivement comme des alternatives intéressantes à 

l’usage de modèles murins dans le domaine de l’infectiologie (le papillon de nuit Galleria mellonella, le ver 

de farine Tenebrio molitor ou encore la larve de poisson zèbre Danio rerio) (Papon et al., 2014). A la 

différence des techniques de PCR développées pour apprécier la charge fongique dans les organes, qui ne 

sont pas toujours transférables d'une espèce à une autre, la souche bioluminescente de S. apiospermum 
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que nous produirons sera également transposable à ces nouveaux modèles expérimentaux. Enfin, par le 

suivi in vivo et en temps réel de l'infection, ces systèmes d’imagerie s’imposent de plus en plus pour la 

recherche de nouveaux protocoles thérapeutiques. En effet, contrairement à l’approche classique basée 

sur le sacrifice des animaux et l'analyse des organes par rétrocultures ou PCR quantitative, ce système 

non-invasif de détection permet un suivi en temps réel de la progression/régression de l’infection par le 

pathogène, minimisant ainsi le nombre d'animaux nécessaires. Il existe une forte demande au sein même 

de notre équipe pour ce dernier aspect dans la mesure où un de nos axes thématiques consiste à rechercher 

de nouveaux protocoles thérapeutiques visant à améliorer le traitement des scédosporioses disséminées 

(Dr. Lelièvre B). Compléter la construction d’expression de la luciférase et obtenir une souche 

bioluminescente de S. apiospermum constituent aujourd’hui une des priorités de notre équipe.  
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1. Milieux de culture 

1.1. Luria Bertani Agar (LBA) et LB 

Pour 1 L de préparation :  

*Tryptone : 10 g 

*Extrait de levure : 5 g 

*NaCl :                                10 g 

*+/- Agar : 20 g 

*Eau distillée :                               qsp. 1 L 

1.2. Potato Dextrose Agar 

Pour 1 L de préparation :  

*Chloramphénicol : 0,5 g 

*Potato Dextrose Agar (Pronadisa) : 39 g 

*Eau distillée :                               qsp. 1 L 

1.3. Yeast Carbon Base (YCB) 

Pour 1 L de préparation :  

*Chloramphénicol : 0,5 g 

*Yeast Carbon Base (Sigma-Aldrich) : 11,5 g 

*Eau distillée :                               qsp. 1 L 

1.4. Yeast Nitrogen Base (YNB) 

Pour 1 L de préparation :  

*Chloramphénicol : 0,5 g 

*Yeast Nitrogen Base : 7 g 

*Agar : 20  

 

  



Annexes – Milieux de culture et réactifs 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   366 

1.5. Yeast Peptone Dextrose Agar (YPDA) et YPD 

Pour 1 L de préparation :  

*Chloramphénicol : 0,5 g 

*Extrait de levure : 5 g 

*Peptone pancréatique :                                10 g 

*Glucose : 20 g 

*+/- Agar : 20 g 

*Eau distillée :                               qsp. 1 L 

2. Réactifs 

2.1. Réactifs pour l’extraction de l’ADN génomique 

2.1.1. Tris-EDTA 1X (TE 1X) 

Pour 1 L de préparation :  

*Tris-HCl 1M pH7,5 (10mM) : 10 mL 

*EDTA dosodium 2.H2O 0,5M pH8 (1mM) : 2 mL 

*Eau distillée :                               qsp. 1 L 

2.1.2. Acétate de sodium 3M pH5,2 

Pour 100 mL de préparation :  

*Acétate de sodium : 40,82 mL 

*Acide acétique : pH5,2 

*Eau distillée :                               qsp. 100 mL 

2.1.3. Tampon de lyse 

Pour 100 mL de préparation :  

*Triton 100X : 2 mL 

*SDS (20%) : 5 mL 

*NaCl 5M :                                2 mL 

*Tris-HCl 1M pH8 : 1 mL 

*EDTA 0,5M : 200 µL 

*Eau distillée :                               qsp. 100 mL 
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2.2. Réactifs pour l’extraction de l’ADN plasmidique 

2.2.1. Solution de resuspension 

Pour 50 mL de préparation :  

*Tris-HCl 1M pH7,5 (10mM) : 2,5 mL 

*EDTA dosodium 2.H2O 0,5M pH8 (1mM) : 

*RNase (10 mg.mL-1) 

100 µL 

250 µL 

*Eau distillée :                               qsp. 50 mL 

2.2.2. Solution de lyse 

Pour 100 mL de préparation :  

*NaOH : 0,8 g 

*SDS (20%) : 5 mL 

*Eau distillée :                               qsp. 100 mL 

2.2.3. Solution de neutralisation 

Pour 100 mL de préparation :  

*Acétate de potassium (2,55M) : 0,8 g 

*Acide acétique : 15 mL 

*Hydroxyde de potassium :  pH 4,8 

*Eau distillée :                               qsp. 100 mL 

2.3. Réactifs pour la transformation fongique 

2.3.1. OM/Glucanex extemporané 

Pour 80 mL de préparation :  

*MgSO4.7H2O (1,2M) : 24 g 

*NaPO4 1M pH5,8 (10mM) : 0,8 mL 

*Glucanex (Sigma-Aldrich) :                                1 g 

*Na2HPO4 1M pH5,6 (1M) : 4,4 mL 

*Eau distillée :                               qsp. 80 mL 

2.3.2. Tampon ST 

Pour 500 mL de préparation :  

*Sorbitol (1,2M) : 54,6 g 

*Tris-HCl 1M pH7,5 (10mM) : 50 mL 

*Eau distillée :                               qsp. 500 mL 
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2.3.3. Tampon STC 

Pour 500 mL de préparation :  

*Sorbitol (1,2M) : 109,4 g 

*Tris-HCl 1M pH7,5 (10mM) : 5 mL 

*CaCl2 1M (10mM) :                                5 mL 

*Eau distillée :                               qsp. 500 mL 

2.3.4. Tampon PTC extemporané 

Pour 10 mL de préparation :  

*Tris-HCl 1M pH7,5 (10mM) : 0,1 mL 

*CaCl2 1M (10mM) :                                0,1 mL 

*PEG 3350 60% :                               qsp. 10 mL 

2.3.5. Molten Agar 

Pour 1 L de préparation :  

*Solution 1 : Saccharose 2M 500 mL 

*Solution 2 : Yeast/AA 20% 100 mL 

*Solution 3 : Soft agar 3,2% 400 mL 

Solution 1 : Saccharose 2M Ajuster à pH7,5 

*Saccharose : 342 g 

*Eau distillée : qsp. 500 mL 

Solution 2 : Yeast/AA 20%  

*Extrait de levure : 5 g 

*Casaminoacides : 5 g 

*Eau distillée : qsp. 500 mL 

Solution 3 : Soft agar 3,2%  

*Soft agar : 16 g 

*Eau distillée : qsp. 500 mL 

2.4. Réactifs pour le Southern blot 

2.4.1. Solution de transfert 1 

Pour 1 L de préparation :  

*Eau distillée : 989 mL 

*HCl 0,25M : 11 mL 
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2.4.2. Solution de transfert 2 

Pour 1 L de préparation :  

*NaCl (1,5M) : 87,7 g 

*NaOH (0,5M) : 20 g 

*Eau distillée : qsp. 1 L 

2.4.3. Solution de transfert 3 

Pour 1 L de préparation :  

*NaCl (1,5M) : 87,7 g 

*Tris-hydroxyméthyl-aminométhane (0,5M) : 60,5 g 

*Eau distillée : qsp. 800 mL 

*HCl : Ajuster à pH7,5 

*Eau distillée : qsp. 1 L 

2.4.4. Solution de transfert SSC 20X 

Pour 1 L de préparation :  

*Tris-sodium citrate : 88,2 g 

*NaCl : 175,3 g 

*Eau distillée : qsp. 1 L 

2.4.5. Solution d’hybridation 

Pour 100 mL de préparation :  

*NaCl : 2,9 g 

*Hybridization buffer : 100 mL 

*Blocking reagent : 4 g 

*Eau distillée : qsp. 100 mL 

2.4.6. Tampon de lavage primaire 

Pour 100 mL de préparation :  

*Urée : 120 g 

*Sodium dodécyl sulfate : 1 g 

*Phosphate de sodium 0,5M pH7 : 100 mL 

*NaCl : 8,7 g 

*MgCl2 1M : 1 mL 

*Blocking reagent : 2 g 

*Eau distillée : qsp. 100 mL 
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2.4.7. Tampon de lavage secondaire 20X 

Pour 1L de préparation :  

*Tris-hydroxyméthyl-aminométhane (1M) :  121 g 

*NaCl (2M) : 112 g 

*Eau distillé : 800 mL 

*HCl : Ajuster à pH10 

*Eau distillée : qsp. 1 L 

2.4.8. Tampon de lavage secondaire 1X extemporané 

Pour 1L de préparation :  

*Tampon de lavage secondaire 20X : 50 mL 

*MgCl2 1M : 2 mL 

*Eau distillée : qsp. 1 L 
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Annexe II 

Version préliminaire d’une revue 

sur les marqueurs de résistance 

aux drogues chez les levures et  

les champignons filamenteux 
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3. Introduction 

 Nowadays, it is well established that Fungi deeply impact human health and environment. Thus, 

fungal species are studied in a wide range of research fields, such as human and animal health, agronomy 

or biotechnology. With more than a million of fungal genomes available in databases, plenty of fungal 

genes are identified and need to be characterized. With the goal to better understand fungal genetic 

mechanisms that regulate physiological process or antifungal resistance for example, researchers have to 

develop an effective procedure to transform their fungal organism. Fungal transformation consists in 

different strategies according the intended goal (eg. integration of a disruption cassette, a fluorescent 

protein, a luciferase, …). Numerous molecular tools and strategies are available for model fungal 

organisms. Otherwise, the development of adapted molecular tools and transformation systems is 

necessary. The essential prerequisite is the development of an effective selection marker in the studied 

strain. 

 In Fungi, two categories of dominant selectable markers have been identified and used in the 

transformation of different yeast and mold models: i) auxotrophic markers and ii) resistance genes. 

Auxotrophic markers do not suit to all fungal species as far as auxotrophic recipient strains must be 

generated. This step is limiting in a wide range of fungal species. However, genes conferring resistance to 

drugs permit to overcome the nutritional status of the strain and thus can be applied to a great variety of 

fungal organisms. 

 In this paper we propose an overview of the major dominant drug resistance selection markers 

available in yeast and fungal transformation strategies. This work aimed at reviewing, for each drug, the 

mechanism of action, the mechanism of resistance, the application in yeast and/or mold models, and 

evaluating the quality/price ratio compared to selection markers that are already widely used as selection 

markers in fungal transformation (hygromycin B, geneticin and nourseothricin). 
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4. Antibiotic resistance 

4.1. Aminoglycosides 

 Three antibiotics belonging to the aminoglycoside family, that inhibit protein biosynthesis, have 

been widely used in both yeast and fungal transformation experiments: i) hygromycin B (HmB), ii) 

geneticin (G418), and iii) nourseothricin (Nour). These three drugs won’t be widely described here has 

several papers have already gathered data on their mechanisms of action and resistance, their uses in 

yeast and fungal transgenesis. Nevertheles, alternative to these three drugs are required because they are 

quite expensive molecules and usually a high concentration in drug is needed in the media to totally inhibit 

the growth of fungi. 

 HmB is a natural antibiotic synthesized by Streptomyces hygroscopicus. Resistance to HmB is due 

to the hph gene, isolated in both Escherichia coli and S. hygroscopicus, which encodes the hygromycin 

phosphotransferase. Thus, the phosphorylation inactivates HmB. This drug has been widely used in a 

variety of yeasts and mold models even if some species remain highly resistant to HmB (eg. Aspergillus 

nidulans and Penicillium chrysogenum growth was not inhibited with 1 mg.mL-1 HmB in the medium). 

Another interesting feature is the decreased of HmB activity in hypertonic media, such as the one used for 

protoplast regeneration. Thus it is necessary to use a two-fold concentration than the one that inhibits 

spores growth on isotonic media. As a consequence, high concentrations are needed in transformation 

strategies but HmB is quite expensive (Fincham, 1989; Reiser et al., 1990; Punt et al., 1992; Wang et al., 

2001; Ruiz-Diez, 2002; Weld et al., 2006; Frandsen, 2011; Papon et al., 2012; Saraya et al., 2011; Siewers 

et al., 2014). 

 G418 is a natural molecule synthesized by Micromonospora rhodorangea. Resistance to G418 is 

due to a 3’-phosphotransferase encoded by the neo gene from transposon Tn5 of Escherichia coli. 

Transformed yeasts such as Kluyveromyces spp., Pichia spp., Saccharomyces cerevisiae, 

Schizosaccharomyces pombe and fungi such as Schizophyllum spp., Ustilago maydis have already been 

selected on media containing G418. Even if this drug is phenotypically neutral, high concentrations are 

usually necessary to select transformed cells (Fincham, 1989; Reiser et al., 1990; Wang et al., 2001; Jiang 

et al., 2013; Saraya et al., 2011; Siewers et al., 2014). 

 Nour is naturally produced by Streptomyces noursei. The resistance gene SAT-1 encodes a 

streptothricin acetyltransferase. Concentrations ranging from 100 to 200 µg.mL-1 were necessary to inhibit 

Candida spp. growth. This SAT-1 gene has been widely used in yeasts (eg. Candida spp., Meyerozyma 

guilliermondii, Saccharomyces spp., Schizosaccharomyces pombe, …) and fungal (eg. Penicillium 

chrysogneum, Pleurotus ostreatus, Ustilago maydis, …) transgenesis (Papon et al., 2012; Saraya et al., 

2011; Xu et al., 2014b). 
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4.2. Aureobasidin A 

 Aureobasidin A (AbA) is a natural compound produced by Aureobasidium pullulans (Ikai et al., 

1991; Takesako et al., 1991). This antibiotic is a cyclic depsipeptide characterized by eight L- amino acids 

and a hydroxyl acid (Ikai et al., 1991; Takesako et al., 1991, 1993). It display a fungicidal activity against 

a wide range of fungi (eg. Dematicaceous and dimorphic fungi) (Takesako et al., 1993). Some pathogenic 

species are particularly susceptible to AbA such as Candida albicans (MIC < 0.05 µg/mL (Takesako et al., 

1991)), Cryptococcus neoformans, Blastobotrys dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Saccharomyces 

cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe (MIC 0.1-0.5 µg/mL (Hashida-Okado et al., 1996, 1998; 

Shimizu et al., 2006)) and some Aspergillus species (Ikai et al., 1991; Takesako et al., 1991, 1993; Endo 

et al., 1997; Hashida-Okado et al., 1998). Nevertheless, AbA is less active on the most important 

pathogenic aspergilli species as A. fumigatus (MIC 50 µg/mL (Zhong et al., 1999)) A. niger, and A. flavus 

(Takesako et al., 1993; Zhong et al., 1999). Dermatophytes are documented to be highly resistant to AbA 

(Takesako et al., 1993). 

AbA targets the fungal inositol phosphorylceramide synthase (IPC synthase). This enzyme is 

involved in the biosynthesis of sphingolipids which are major membrane components of fungal cells (Zhong 

et al., 1999; Aeed et al., 2009). This step is essential for the viability and the growth of fungi (Takesako 

et al., 1993; Heidler and Radding, 1995; Endo et al., 1997; Nagiec et al., 1997). Importantly, the target 

enzyme is absent in mammals (Takesako et al., 1993; Kuroda et al., 1999; Zhong et al., 1999). In fungi, 

the IPC synthase activity may be inhibited by very low concentrations of AbA as it had been demonstrated 

for S. cerevisiae (100% inhibitory concentration: 1 nM of AbA (Nagiec et al., 1997)) or Candida and 

aspergilli strains (50% inhibitory concentration: 0.2-4.9 nM of AbA (Zhong et al., 1999)).   

AbA resistance relies on mutations in the IPC synthase gene. Such mutations have been identified 

in various fungal organisms: Saccharomyces cerevisiae (Heidler and Radding, 1995; Hashida-Okado et al., 

1996), Schizosaccharomyces pombe (Hashida-Okado et al., 1998), and  Aspergillus nidulans (Kuroda et 

al., 1999). A single dominant point mutation in the sequence of the IPC synthase is able to confer a high 

resistance toward AbA. For example, a mutation was identified in the aur1 gene of A. nidulans at position 

880(glycine to valine substitution) (Kuroda et al., 1999). A similar mutation was observed at position 718 

(glycine to cysteine substitution) in S. pombe (Hashida-Okado et al., 1998). Finally, Hashida-Okado et al. 

identified a phenylalanine to tyrosine substitution at position 158 in the AUR1-1 resistance gene of S. 

cerevisiae. Strains bearing the AUR1-R gene were 100-fold more resistant than the wild type strains 

(Hashida-Okado et al., 1996). Nevertheless, in Heidler and Radding’s experiment, they showed two point 

mutations in the S. cerevisiae ABR1 resistance gene. The first one corresponded to the change of a leucine 

to a phenylalanine at position 137 and the second one to the change of a histidine amino acid into a tyrosine 

at position 157. The couple of mutation led to a 500-fold increase of the MIC compared to wild-type strains 

(Heidler and Radding, 1995). 

All the described mutations are considered to be dominant (Heidler and Radding, 1995 ; Hashida-

Okado et al., 1996 ; Kuroda et al., 1999). It seems that these modifications in the AbA gene lead to the 
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structural modification of the binding site in the Aur1p and in a decrease of the affinity for the drug 

(Hashida-Okado et al., 1996). In addition, Kuroda et al. suggested that the AbA resistance gene may be 

conserved by evolution in different fungi (Kuroda et al., 1999).  

In the kingdom Fungi, several AbA resistance genes are available and used as selection markers 

in gene disruption strategies. The aur1 resistance gene of A. nidulans was first used to transform some 

Aspergillus species (Kuroda et al., 1999) and more recently Monascus purpureus (Shimizu et al., 2005). 

In addition, several industrial yeast strains were successfully transformed with the aur1R resistance gene 

of S. pombe (Hashida-Okado et al., 1998). No transformants were obtained with the wild-type AUR1-R and 

ABR1 resistance gene of S. cerevisiae (Hashida-Okado et al., 1998). Thus, an engineered point mutation 

was added in the AUR1-R resistance gene of S. cerevisiae, by replacing the alanine at position 240 of the 

AUR1-R gene with a cysteine. But no transformants were obtained in S. pombe (Hashida-Okado et al., 

1998). Nevertheless, other genes of S. cerevisiae or phylogenetically related species (eg. C. glabrata, K. 

marxianus, K. lactis) are known to be efficient in S. pombe (Hashida-Okado et al., 1998). TAfter all, the 

AUR1-C gene was used in the transformation of different yeasts with success (eg. sake yeast S. cerevisiae 

with 0.2-1 µg/mL AbA (Akada et al., 1999; Asano et al., 1999; Nakazawa et al., 1999; Hansen et al., 2003; 

Kang et al., 2003 ; Nakazawa and Iwano, 2004), S. cerevisiae wine yeasts with 0.7 µg/mL AbA (Nakazawa 

and Iwano, 2004), S. carlsbergensis, an industrial brewing yeast, with 0.2 µg/mL AbA (Hansen et al., 

2003)). This modified version of S. cerevisiae’s resistance gene is stable in the transformed cells (Asano 

et al., 1999; Kang et al., 2003). Nevertheless, according the experiment, some spontaneous resistant 

mutants could develop on the media at a low frequency (Hansen et al., 2003). 

The transformed cells can be selected on both rich (Hashida-Okado et al., 1998; Akada et al., 

1999; Asano et al., 1999; Hansen et al., 2003; Kang et al., 2003; Nakazawa and Iwano, 2004; Shimizu et 

al., 2005) and minimal medium (Nakazawa et al., 1999; Hansen et al., 2003) containing Aba. It is also 

important to keep in mind that AbA is insoluble in water (Yakesako et al., 1991) thus a stock solution is 

usually prepared in dimethyl sulfoxide (Zhong et al., 1999), methanol (Takesko et al., 1991) or ethanol 

(Heidler and Radding, 1995; Akada et al., 1999; Shimizu et al., 2005).  

Finally, AbA seems to be a convenient selection drug for fungal genetic transformation. First, many 

AbA resistance genes are available from different fungal species such as S. cerevisiae, S. pombe or A. 

nidulans. These genes can be easily integrated in the genome of the strains aimed at being disrupted 

thanks to their relatively short length: approximatively 1,320 bp for A. nidulans (Kuroda et al., 1999), 

1,200 bp for S. cerevisiae (Heidler and Radding, 1995) and 1,270 bp for S. pombe (Hashida-Okado et al., 

1998). Another interesting point is the low concentrations of AbA required in the selection media thanks to 

a very low resistance of the majority of the fungal strains toward this antibiotic. Nevertheless, Aba is 

extremely expensive. Lastly, after in vivo assays on mice, AbA does not seem to present any toxicity 

(Takesako et al., 1991 and 1993). 



Annexes – Revue 

 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   376 

4.3. Blasticidin 

 Blasticidin S (BS), 4-amino-1-[4-({(3S)-3-amino-5-[[amino(imino)methyl](methyl)amino] 

pentanoyl}amino)-2,3,4-trideoxy-β-D-erythro-hex-2-enopyranuronosyl]pyrimidin-2(1H)-one, is naturally 

produced by the bacterium Streptomyces griseochromogenes (Takeuchi et al., 1958). This 

aminoacylnucleoside antibiotic is composed of both a β-amino acid (blasticidic acid) and a pyrimidine 

nucleoside (cytosinine) (Ötake et al., 1966). Since its discovery in 1958 (Takeuchi et al., 1958), this 

compound has been commonly used as a fungicide, mainly in Eastern Asia and South America, to control 

the proliferation of the rice blast disease caused by the fungus Magnaporthe oryzae (Misato et al., 1959 ; 

Ötake et al., 1966). 

BS acts on the peptidyl transferase reaction (Yamaguchi, 1995), an essential step in the protein 

synthesis process. More precisely, BS inhibits the amino acid incorporation by aborting aminoacyl-sRNA 

transfer to polypeptide linkage. The drug inhibits protein synthesis (Yamaguchi et al., 1965) in both 

prokaryotes (Yamaguchi and Tanaka, 1966) and eukaryotes (Huang et al., 1964). Yamaguchi and Tanaka 

demonstrated that BS blocks the transfer of peptidyl groups in Escherichia coli ribosomes (Yamaguchi and 

Tanaka, 1966) while it blocks the formation of the peptide bond on yeast polysomes (Barbacid et al., 1975). 

As mentioned beforehand, this molecule possesses a broad spectrum of activity. Interestingly, it 

is known that plant monocots species (e.g. rice, maize) are less susceptible to BS compared to most of the 

plant dicots (e.g. tobacco, eggplant, tomato) (Yamaguchi et al., 1964). For instance, callus development 

in Arabidospsis thaliana is markedly reduced and completely inhibited by BS at 5 and 20 µg.mL-1, 

respectively (Tamura et al., 1995). BS efficiently inhibits the growth of mammalian cells such as HeLa 

(Izumi et al., 1991) and FM3A (Kimura et al., 1994) (approximatively 2 µg.mL-1) while the growth of the 

yeast Schizosaccharomyces pombe was completely inhibited with 10 µg.mL-1 BS (Kimura et al., 1994). 

 Three different genes conferring resistance toward BS have been described. The first one, which 

is the less documented, is the bls gene isolated from a Streptoverticillium sp. strain. This gene encodes a 

BS-acetyltransferase (Sugiyama et al., 1986; Pérez-Gonzalez et al., 1990) that acetylates BS in the 

presence of coenzyme A, leading to an inactive secondary product (Sugiyama et al., 1988). The 

Streptoverticillium sp. strain, naturally expressing the bls gene, was shown to be resistant to BS up to 100 

µg.mL-1 while other strains from S. griseus and S. flavotricini subsp. Pseudochromogenes were susceptible 

to BS concentrations lower than 40 µg.mL-1 (Sugiyama et al., 1986). Two other resistance genes are deeply 

described: the bsr gene from Bacillus cereus (Endö et al., 1987; Endö et al., 1987) and the bsd gene from 

Aspergillus terreus (Yamaguchi et al., 1972; Yamaguchi et al., 1974). Both the bsr and bsd genes encode 

a blasticidin S deaminase (aminohydrolase, EC 3.5.4.23). BS deaminase catalyzes the deamination of the 

cytosine moiety in the drug (Yamaguchi et al., 1975) leading to a deaminohydroxy-derivative less toxic for 

cells (Seto et al., 1966). Other species were found to be naturally resistant to BS as Fusarium oxysporum 

(Yamaguchi et al., 1972).  
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Although the bsr and bsd genes both encode a BS deaminase, it was shown that the bsd gene was 

more suitable to be used as a dominant selectable marker for eukaryotic cells transformation (Kamakura 

et al., 1987; Kobayashi et al., 1991; Kimura et al., 1994). Indeed, the bsd gene was successfully used in 

mold and yeast transformations (eg. Magnaporthe oryzae (Kimura et al., 1994; Kimura et al., 1995 ; 

Noguchi et al., 2006), Podospora anserina (Hamman et al., 2005), Schizosaccharomyces pombe (Erler et 

al., 2006), but also in plant transformations (eg. Arabidospsis thaliana and Nicotiana tabacum (Tamura et 

al., 1995)) or in mammalian cell transformations (eg. FM3A mammalian cells (Izumi et al., 1991)). 

However, the bacterial bsr gene could also be used for the transformation of eukaryotic cells such as fungi 

(eg. Rhizopus niveus (Yanai et al., 1991)) or mammalian cells (eg. HeLa (Izumi et al., 1991)). Both 

constructions with the bsr or the bsd genes seem to be stable (Kimura et al., 1994a ; Kimura et al., 1994b), 

even though a high background could be observed in some experiments (Yanai et al., 1991; Kimura et al., 

1994; Kimura et al., 1995). 

Some cautions have to be mentioned for BS users. The drug is photosensitive. The hydrochloride 

form should be preferably used and dissolved in water (Yamaguchi et al., 1972). BS is considered to be 

stable when introduced in rich or poor media (Kimura and Yamaguchi, 1996) when non-alkaline conditions 

are applied (pH < 8) (Izumi et al., 1991; Kimura et al., 1994).  

As a conclusion, the use of BS as a selection drug for genetic transformation of fungal species 

remains poorly documented. The susceptibility of fungi appears highly variable from a species to another, 

thus, a special attention must be payed to preliminary in vitro BS susceptibility tests for your favorite fungi. 

The minimal inhibitory concentration must be lower than 50 µg.mL-1 since the resistance conferred by BS 

resistance gene seems not to exceed 100 µg.mL-1 (Sugiyama et al., 1986). Although all the three currently 

known BS resistance genes may be used, it is preferable to experiment in a first hand, as a fungal gene, 

the bsd gene from Aspergillus terreus for yeast or mold genetic transformation. BS resistance genes have 

the advantage of being short sequences  (410 bp for the bls gene (Péréz-Gonzalez et al., 1990), 420 bp 

for the bsr (Kamakura et al., 1987; Kobayashi et al., 1991) and 390 for the bsd gene (Kimura et al., 

1994)), thus easily to manipulate for genetic constructs. Nevertheless, BS is at least two times more 

expensive than hygromycin or geneticin according the supplier. Finally, BS is authorized as a chemical in 

the agricultural field and was considered safer than other molecules for the environment (Yamaguchi et 

al., 1972; Kimura and Yamaguchi, 1996), as it can be easily inactivated by alkaline solutions (pH > 8) 

(Kimura et al., 1994). It does not seem toxic for human cells. 

4.4. Chloramphenicol 

 Chloramphenicol (CAM), 2,2-dichloro-N-[1,3-dihydroxy-1-(4-nitrophenyl)propan-2-yl] acétamide, 

is a synthetic molecule of the phenicol antibiotic family. It was first isolated from Streptomyces venezuelae 

in 1947 (Fernandez-Martinez et al., 2014). It is used as a bacteriostatic antibiotic in human medicine, 

particularly to treat bacterial meningitis due to Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae or 

Haemophilus influenzae (Rahal and Simberkoff, 1979). 
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 CAM in bacteria inhibits the protein synthesis by inhibition of the peptidyl transferase after fixation 

to the ribosome 50S subunit (Hadfield et al., 1986).  The antibiotic can also targets mitochondria, as 

described in bacteria and yeasts (Cohen et al., 1980; Wilkie, 1983). Nevertheless, this molecule does not 

bind to the 80S ribosomes of eukaryotic cells. Thus, eukaryotic cells are not targeted by CAM until the 

carbon source they use doe not only depend on mitochondria metabolism (Hadfield et al., 1986). 

 Saccharomyces cerevisiae strains have been demonstrated to be susceptible to CAM. Nevertheless, 

this susceptibility is strain dependent (Hadfield et al., 1986). Thus, preliminary tests of susceptibility are 

needed to consider further using CAM as a marker of selection in Saccharomyces cerevisiae strains.  

 Very few studies were conducted to transform S. cerevisiae strains using CAM as a dominant 

selection marker. A first strategy used the E. coli camR gene encoding the resistance to CAM, leading to 

the synthesis of an acetyltransferase enzyme (acetyl-CoA:chloramphenicol-3-O-acetyltransferase, E.C. 

2.3.1.28) (Cohen et al., 1980; Cohen et al., 1983; Hadfield et al., 1986; Hadfield et al., 1987). In addition, 

during the experiment, Cohen et al., demonstrated that transformants were able to grow on media 

containing 500 µg.mL-1 CAM and in parallel other transformants presented a highest degree of resistance 

toward CAM. They were able to grow on media with 4 mg.mL-1 CAM. This super resistance phenotype was 

associated to a deletion of 127 bp in the camR gene. A second strategy was to use a mutated PDR3 gene 

to transform S. cerevisiae strains (Lackova and Subik, 1999). The corresponding mutated protein, 

containing an amino acid substitution at codon 276 from a tyrosine to a histidine residue, activates the the 

transcription of membrane efflux pumps, leading to resistance to a huge number of unrelated drugs, such 

as CAM (Nourani et al., 1997). 

 Selection of Saccharomyces cerevisiae strains was conducted on rich media (Cohen et al., 1980). 

CAM was added in the medium after dissolution in ethanol (Hadfield et al., 1986; Lackova and Subik, 1999) 

at 2 mg.mL-1 with Hadfield et al. (Hadfield et al., 1986) while 1 µg.mL-1 (Lackova and Subik, 1999). The 

construction with the Escherichia coli camR resistance gene seems not to be stable in Saccharomyces 

cerevisiae transformed cells (Cohen et al., 1980). 

 Chloramphenicol does not seem to be a good candidate in fungal transformation as no data were 

available. However, it presents some advantages in the transformation of Saccharomyces cerevisiae 

strains, haploid or diploid ones. In addition, the resistance marker, which is approximatively 1,000 bp, is 

able to confer the resistance toward CAM, even integrated in a single copy in the yeast genome (Hadfield 

et al., 1986; Hadfield et al., 1987). The price of this drug is similar to the one of commonly used selectable 

marker. Users must be cautious since CAM seems to be carcinogenic for human cells. 

4.5. Bleomycin/Phleomycin/Zeocin 

 Zeocin® (Zeo) is composed of phleomycin D1 (Ph) (other Ph molecules are available) (Maeda et 

al., 1956) which is closely related to the bleomycin (Bm) (more than 13 Bms are available) (Umezawa et 

al., 1966; Suzuki et al., 1970) and the tallysomycin families. All these compounds belong to 

metalloglycopeptide antibiotics and have a bacterial origin since they are naturally produced by 
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Streptomyces verticillus (Suzuki et al., 1979; Griggr et al., 1984). In addition, these molecules are available 

as copper chelates (Griggr et al., 1984). Nevertheless, Phs and Bms structurally differ from one to another 

according the presence of a dihydrothiazole ring for Phs instead of a thiazole for Bms (Griggr et al., 1984). 

Members of the Ph family differ according the structure of a basic group which is different for each Ph 

molecule, influencing their spectrum of action (Griggr et al., 1984). These differences in structure will 

impact on the strength of the link between the antibiotic and the DNA, thus on the degree of resistance 

(Collis and Hall, 1985). 

 All these related antibiotics have a strong activity since they are able to kill both prokaryotic and 

eukaryotic cells, even at low concentrations (Umezawa, 1979; Berdy, 1980). They express their cytotoxic 

action by inducing single- or double-stranded DNA scissions (Reiter et al., 1972; Waring, 1981; Burger, 

1998). The phenomenon is only possible in presence of iron salts and oxygen (Suzuki et al., 1970; Sleigh, 

1976; Kross et al., 1982; Gatignol et al., 1987; Burger, 1998). These molecules are already prescribed in 

the treatment of cancer and bacterial infections (Ishizuka et al., 1967; Carter et al., 1978; Hecht, 1979; 

Franklin and Snow, 1981; Bodet et al., 1985).  

 Ascomycota and Basidiomycota fungi (e.g. Aspergillus species (Punt et al., 1992; He et al., 2007), 

Botrytis cinerea: MIC 15 µg.mL-1 (Santos et al., 1996), Claviceps purpurea: MIC 40 µg.mL-1 (Van 

Engelenburg et al., 1989), Cochliobolus lunatus: MIC 5 µg.mL-1 (Rozman and Komel, 1992), Colletotrichum 

gloeosporioides: MIC 10 µg.mL-1 (Poplawdki et al., 1997), Hebeloma cylindrosporum: MIC > 200 µg.mL-1 

(Pardo et al., 2002), Paxillus involutus: MIC 5 µg.mL-1 (Pardo et al., 2002), Penicillium chrysogenum: MIC 

10 µg.mL-1 (Kolar et al., 1988; Queener et al.,), Penicillium roqueforti: MIC 10 µg.mL-1 (Durand et al., 

1991), Suillus bovinus: MIC 50 µg.mL-1 (Pardo et al., 2002), Ustilago maydis: MIC 5 µg.mL-1 (Gold et al., 

1994)) and yeasts (Candida glycerinogenes: MIC 150 µg.mL-1 (Gao et al., 2012), Candida rugosa: MIC 400 

µg.mL-1 (Tang et al., 2003)), Cryptococcus neoformans: MIC 100 µg.mL-1 (Hua et al., 2000), 

Schizosaccharomyces pombe: MIC < 1 µg.mL-1  (Belenguer et al., 1995; Hentges et al., 2005)) seem to 

be relatively sensitive to Ph and Bm even if the resistance level can differ between species and strains (e.g. 

A.  nidulans and A. niger MIC is 10 µg.mL-1 while the A. oryzae one is ten-fold higher, 100 µg.mL-1 (Punt 

et al., 1992), Candida glabrata strains: MIC from 3.125 to 6.25 µg.mL-1 (Alderton et al., 2006). 

 Nevertheless, differences in the susceptibility to Zeo, Ph and Bm are observed for a same strain. 

Zeo seems to be less effective than Ph and Bm. For example, Aspergillus oryzae growth was inhibited by 

200 µg.mL-1 Bm toward 100 µg.mL-1 Ph (Suzuki et al., 2009). A high concentration of Zeo was necessary 

to inhibit, but not completely, A. sojae growth (300 µg.mL-1) while the growth was completely inhibited at 

50 µg.mL-1 with Ph (Mora-Lugo et al., 2014). The same statement was observed with Clitopilus 

passeckerianus and Coprinopsis cinerea for which Ph 100 µg.mL-1 was able to completely inhibit the fungal 

growth while with 200 µg.mL-1 Zeo growth inhibition was not complete (Kilaru et al., 2009). An extreme 

case of resistance to Zeo was reported for Mortierella alpina. The strain was able to grow, but not without 

difficulties, on medium containing 20 mg.mL-1 (Takeno et al., 2005). Zeo susceptibility was more studied 

in yeast species and seems to be suitable for these organisms as the total inhibition growth was obtained 
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with acceptable concentrations (e.g. Pichia faronisa: MIC = 200 µg/mL-1 (Wang et al., 2005), Pichia stipitis: 

MIC = 100 µg.mL-1 (Laplaza et al., 2006), Rhodosporidium toruloides: MIC = 50 µg.mL-1 (Tsai et al., 

2017)). On the other hand, Ph seems to have a higher activity than Bm as demonstrated in Saccharomyces 

cerevisiae (Ph MIC = 0.1 µg.mL-1 toward Bm MIC = 5 µg.mL-1) (Gatignol et al., 1987). While in Aspergillus 

nidulans and Neurospora crassa, the opposite statement was observed (Austin et al., 1990). 

 Different genes, all originated from bacteria, encoding resistance to Ph, Bm and Zeo are available. 

According the gene, the resulting proteins can inhibit antibiotic activity through stoichiometric or enzymatic 

mechanisms. Three resistance genes seem to encode a protein which bind to the antibiotic and thus inhibit 

reversibly the action of this latter (Gatignol et al., 1988; Gatignol et al., 1990): i) the ble gene from 

transposon Tn5 of Escherichia coli (Genilloud et al., 1984; Collis and Hall, 1985; Mazodier et al., 1985; 

Gatignol et al., 1987), ii) the Shble gene from Streptoalloteichus hindustanus, a tallysomycin-producing 

bacteria (Drocourt et al., 1990; Gatignol et al., 1988), and iii) the blmA gene from Streptomyces verticillus 

(Sugiyama et al., 1994). Another resistance gene is the blmB gene from Streptomyces verticillus, encoding 

a N-acetyltransferase (Sugiyama et al., 1994). Finally, the ble gene from Staphylococcus aureus encodes 

a glyoxalase protein (Semon et al., 1987; Foureau et al., 2013). All these genes are able to confer 

resistance to both Ph and Bm (Gatignol et al., 1990). Nevertheless, the Shble resistance gene was 

demonstrated to express a higher resistance to Ph than the Tn5 ble gene in plants (Perez et al., 1991) and 

animal cells (Mulsant et al., 1988). 

 All the Ph/Bm resistance genes have been demonstrated to be suitable for the genetic disruption 

of genes in yeast and fungal organisms. The most frequently used is the Shble gene from S. hindustanus 

in Ascomycota (Mattern and Punt, 1988; Drocourt, 1990; Punt and Hondel, 1992; Renno et al., 1992; 

Silar, 1995; Santos et al., 1996; Poplawsky et al., 1997; Teunissen et al., 2002; Banuelo et al., 2003; 

Cardoza et al., 2006; Marmeisse et al., 2006) and Basidiomycota (Calmels et al., 1991; Gessner and 

Raeder, 1993; Schuren and Wessels, 1993; Gold et al., 1994; Schuren and Wessels, 1994; Birch et al., 

1998; Bartholomev et al., 2001; Pardo et al., 2002; Van Peer et al., 2008; Kilaru et al., 2009) species but 

also in yeasts (Glumoff et al., 1989; Higgins et al., 1998; Hentges et al., 2005; Sato et al., 2005;  Alderton 

et al., 2006; Spirek et al;, 2010; Lin et al., 2014; Tsai et al., 2017). The E. coli ble gene was also reported, 

at a lower extent, in both fungal (Ascomycota (Kolar et al., 1988; van Engelenburg et al., 1989; 

Cheevadhanarak et al., 1991; Rozman and Komel, 1992; He et al., 2007; Mora-Lugo et al., 2014; Han et 

al., 2018) and Basidiomycota (Calmels et al., 1991; Kim et al., 2003)) and yeast species (Gaillardin and 

Ribet, 1987; Gatignol et al., 1987; Gatignol et al;, 1990; Wenzel et al., 2002; Adamikova et al., 1998; 

Kudla et al., 1988; Gueldener et al., 2002; Alderton et al., 2006; Benko et al., 2011; Chee and Haase, 

2012; Zhang et al., 2012). The three other resistance genes available are less mentioned in the literature. 

The ble gene from S. aureus was reported in Candida famata transformation (Dmytruk et al., 2006) and 

the blm genes from S. verticillus was used in Pichia pastoris and Aspergillus oryzae transformation (Munshi 

and Lee, 1997; Suzuki et al., 2009). 
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 The stability of the integration of the resistance gene in fungi is species dependant. In most cases 

the Ph/Zeo resistance gene was stably inherited (Van Engelenburg et al., 1989; Calmels et al., 1991; 

Cheevadhanarak et al., 1991; Durand et al., 1991; Renno et al., 1992; Rozman and Komel, 1992; Schuren 

and Wessels, 1994; Santos et al., 1996; Munshi and Lee, 1997; Bartholomew et al., 2001; Van Dijk et al., 

2001; Kim et al., 2003; Tang et al., 2003; Wang et al., 2005; He et al., 2007; Zhiming et al., 2008; 

Kummasook et al., 2010; Lin et al., 2014; Zhang et al., 2015; Liu et al., 2017). Only few reports showed 

a low stability in the resistance gene integration, like in Aspergillus sojae (Mora-Luogo et al., 2014), 

Cryptococcus neoformans (Hua et al., 2000), Dipodascus magnusii (Adamikova et al., 1998), 

Phanerochaete chrysosporium (Gessner and Raeder, 1993), Trichoderma spp. (Cardoza et al., 2006), 

Trichosporon cutaneum (Glumoff et al., 1989). 

 According the studies, a low or high background is observed on plates containing the transformed 

cells, particularly in Basidiomycota transformation (Gaillardin and Ribet, 1987; Kolar et al., 1988; Calmels 

et al., 1991_High ; Durand et al., 1991; Santos et al., 1996; Johansson and Hahn-Hägerdal; Kim et al., 

2003). This background is frequently but not always mentioned (Wenzel et al., 1992; Gueldener et al., 

2002) and it can disappear when the concentration in drug in the medium is sufficient (Cheevadhanarak 

et al., 1991; Lin et al., 2014). Another hypothesis could be the one that other resistant mechanisms toward 

Ph may occur (Mora-Lugo et al., 2014). For example, in the case of Trametes versicolor, the observed 

background was associated with the presence of osmotic stabilizers and the acidification of the medium by 

the fungus (Bartholomew et al., 2001). 

 Some subtleties are important to keep in mind prior the use of these different resistance genes in 

fungal transformation. Indeed, all these genes are not functional in yeast species belonging to the CTG 

clade (Wang et al., 2005; Laplaza et al., 2006; Foureau et al., 2013; Puseenam et al., 2015). To overcome 

this problem, research teams constructed codon-modified Ph/Zeo resistance genes consisting in modifying 

the five CTG codons of the Shble gene by leucine codons as yeasts belonging to the CTG clade will traduce 

a serine instead of a leucine (CUG) (Tang et al., 2003). Dmytruk et al., proposed another alternative which 

consisting in using the ble gene from S. aureus methicillin resistant which do not contain any CTG codons 

(Dmytruk et al., 2006_Insertion). Secondly, it was reported that an intron may be necessary for the Ph/Zeo 

resistance gene expression in Basidiomycota, as described for Coprinopsis cinerea (Kilaru et al., 2009; 

Kilaru et al., 2009). 

 Other important points must be underlined when using Ph or Bm as selection markers. First, the 

selection of transformed cells is mainly done on minimal medium (Kolar et al., 1988; Kudla et al., 1988; 

Van Engelenburg et al., 1989; Austin et al., 1990; Cheevadhanarak et al., 1991; Renno et al., 1992; 

Rozman and Komel, 1992; Santos et al., 1996; Birch et al., 1998; Van Dijk et al., 2001; Pardo et al., 2002; 

Teunissen et al., 2002; Banuelos et al., 2003; Krappman et al., 2005; Marmeisse et al., 2006; He et al., 

2007; Van Peer et al., 2008; Suzuki et al., 2009; Benko and Zhao, 2011; Mora-Lugo et al., 2014; Han et 

al., 2018), even if some experiments used rich media mostly in yeast transformations (Gatignol et al., 

1987; Gatignol et al., 1990; Adamikova et al., 1998; Higgins et al., 1998; Chen et al., 2000; Hua et al., 
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2000; Alderton et al., 2006; Gueldener et al., 2002; Laplaza et al., 2006; Chen et al., 2008; Sadowsky et 

al., 2008; Sunga et al., 2008; Zamocky et al., 2008; Kilaru et al., 2009; Papakonstantinou et al., 2009; 

Yang et al., 2009; Kummasook et al., 2010; Pan et al., 2011; Reis et al., 2012; Carter and Delneri, 2013; 

Lin et al., 2014; Puseenam et al., 2015; Song et al., 2015; Zhang et al., 2015; Li et al., 2017; Liu et al., 

2017). Secondly, the concentration in metal ions and the osmolality of the medium impact on the activity 

of both Ph and Bm (Van Engelenburg et al., 1989; Santos et al., 1996; Wang et al., 2005; Alderton et al., 

2006, Suzuki et al., 2009). The pH of the medium is also an important parameter (Punt and van del Hondel, 

1992; Vickers et al., 2013), varying according the species. That is to say that the optimum medium pH to 

use Ph and Bm in Candida glabrata (Alderton et al., 2006), Mortierella alpina (Takeno et al., 2005), Pichia 

pastoris (Sunga et al., 2008), Pichia stipitis (Laplaza et al., 2006), Aspergillus flavus (He et al., 2007), 

Botrytis cinerea (Santos et al., 1996), Clitopilus passeckerianus (Kilaru et al., 2009) and Trametes 

versicolor (Bartholomew et al., 2001) is more or less 7.0 against 5.5 for Neurospora crassa (Austin et al., 

1990), 6.0 for Candida glycerinogenes (Gao et al., 2012) or 8.0 for Claviceps purpurea (Van Engelenburg 

et al., 1989). Then, it was shown that Ph activity in Saccharomyces cerevisiae was dependent on aerobic 

conditions and growth phase (Vickers et al., 2013). In addition, these structurally related glycopeptides 

are dissolved in water prior their use (Suzuki et al., 1970; Prentice and Kingston, 1992; Punt and Hondel, 

1992; Higgins et al., 1998; Gueldener et al., 2002; Hentges et al., 2005). Finally, plates must be prepared 

extemporaneously to avoid Ph and Bm loss of activity in the medium (Hentges et al., 2005). 

 As a conclusion, the phleomycin/bleomycin/zeocin family can be used in numerous fungal species. 

One of the advantages of these selection markers is that they do not bring any additional phenotype than 

the one desired (Gatignol et al., 1987; Gaillardin and Ribet, 1987; Glumoff et al., 1989; Drocourt et al., 

1990; Austin et al., 1990; Calmels et al., 1991; Gueldener et al., 2002; Hentges et al., 2005). In addition, 

the different resistance genes are very small (< 500 bp) (Collis and Hall, 1985; Semon et al., 1987; 

Sugiyama et al., 1994; Higgins et al., 1998). Nevertheless, these compounds are expensive, zeocin 

particularly, and they are characterized by a background on transformation plates (Gao et al., 2012; Aw 

et al., 2016; Johansson and Hahn-Hägerdal), even this background seems to be lower than for geneticin 

(Johansson and Hahn-Hägerdal). In addition, they can induce DNA double-strand breaks thus they must 

be used with caution because they are highly toxic (Hentges et al., 2005; Benko and Zhao, 2011). 

4.6. Blasticidin/Glufosinate/Phosphinothricin 

 Phosphinotricin (PPT) is the ammonium salt of glufosinate, DL-homoalanin-4-yl(methyl)phosphinic 

acid. They are organophosphorus molecules naturally produced by Streptomyces strains. PPT was first 

used as an antibiotic which was isolated from Streptomyces viridochromogenes (Strauch et al., 1988). 

Later, herbicidal properties were described and the molecule was commercially proposed under the name 

Basta® (Bartsch and Tebbe, 1989; Pall et al., 1993). A third molecule called bialaphos belongs to this family 

and corresponds to the L-alanine-L-alanine-PPT tripeptide and is produced by Streptomyces hygroscopicus 

(Thompson et al., 1987; Yanai et al., 1996). It was reported that many fungi are sensitive to PPT (Leem 

et al., 1999) even if the degree of susceptibility is very heterogeneous between species (Ahuja and 
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Punekar, 2008). In addition, Basidiomycota species seem to be more sensitive to PPT (eg. 50 and 80 

µg.mL-1 PPT were necessary to inhibit the growth of Pleurotus ostreatus and Phanerochaete 

chrysosporium, respectively (Yanai et al., 1996; Ma et al., 2003; Fang et al., 2004; Ying and Feng, 2006)) 

than Ascomycota ones (eg. Susceptibilities ranging from 50 to more than 1,000 µg.mL-1 PPT (Avalos et al., 

1989; Ahmad et al., 1995;  Chung et al., 2002; Liu et al., 2008; Figueiredo et al., 2010; Xu et al., 2015)), 

with a few exceptions (eg. Cercospora kikuchii and Erysiphe graminis presented a very high susceptibility 

to 0.5 and 10 µg.mL-1 PPT, respectively) (Upchurch et al., 1994; Chaure et al., 2000). 

 All the three compounds are analogs of L-glutamate. Thus they will inhibit the glutamine 

synthetase, a key enzyme in nitrogen metabolism and resulting in ammonia accumulation and thus in the 

cell death (Avalos et al., 1989; Dröge-Laser et al., 1994). In Aspergillus spp. for example, this pathway is 

the only mean to synthesize glutamine (Margelis et al., 2001). Some studies reported that this family of 

compounds may also target, on a lesser scale, cellular components and induce depolarization or alterations 

in membrane transports for example (Trogisch et al., 1989; Ullrich et al., 1990). Nevertheless, bialaphos 

is an inactive form of PPT. Both L-alanine residues have to be remove thanks to intracellular peptidases to 

activate bialaphos (Straubinger et al., 1992). 

 Resistance to PPT is due to the pat or the bar gene which both encode a N-acetyltransferase 

enzyme (Block et al., 1987; Bartsch and Tebbe, 1989; Dröge-Laser et al., 1994). The pat gene was isolated 

from Streptomyces viridochromogenes while the bar gene was isolated from Streptomyces hygroscopicus 

(Thompson et al., 1987; Strauch et al., 1988). The pat gene was only reported in the transformation of 

the yeast Saccharomyces cerevisiae (Goldstein and McCusker, 1999; Chee and Haase, 2012). On the 

contrary, the bar resistance gene was used as a selection marker in a wide range of fungal species, 

including both Basidiomycota (eg. Coprinus cinereus, Coprinus congregates, Ganoderma lucidum, 

Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor) and Ascomycota species (eg. 

Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Beauveria bassiana, Cercospora kikuchii, Cochliobolus 

heterostrophus, Erysiphe graminis, Fusarium solani, Fusarium venenatum, Guignardia citricarpa, 

Magnaporthe grisea, Magnaporthe oryzae, Metarhizium anisopliae, Myceliphthora thermophile, Neurospora 

crassa, Paecilomyces fumosoroseus) (Avalos et al., 1989; Straubinger et al., 1992; Pall, 1993; Upchurch 

et al., 1994; Yanai et al., 1996; Cantone and Vanderberg, 1999; Ma et al., 2003; Leem et al., 1999; Chaure 

et al., 2000; Inglis et al., 2000; Fang et al., 2004; Kim et al., 2004; Ying and Feng, 2006; Jiang et al., 

2007; Yeo et al., 2007; Ahuja and Punekar, 2008; Jin et al., 2008; Liao et al., 2008; Liu et al., 2008; 

Noguchi et al., 2008; Figueiredo et al., 2010; Fan et al., 2011; Xu et al., 2015). As species belonging to 

the Basidiomycota lineage seem to be more sensitive to PPT, lower concentrations in drug are required to 

select transformed cells. For example, 30, 50, 100 and 300 µg.mL-1 PPT were employed for P. 

chrysosporium, P. ostreatus, C. cinereus and T. versicolor, respectively (Ahuja and Punekar, 2008). In 

Ascomycota strains, concentrations in PPT ranking from 0.5 µg.mL-1 to more than 6,000 µg.mL-1 were 

applied in disruption experiments (Ahuja and Punekar, 2008). In addition, spontaneous mutants were 

reported at a high frequency in few experiments (Calderon et al., 1990; Pall et al., 1993; Ahuja and 

Punekar, 2008; Fan et al., 2011). Some authors also mentioned that micro-organisms may be able to 
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develop other mechanisms conferring resistance to PPT such as enzymatic transamination or oxidative 

deamination (Bartsch and Tebbe, 1989; Calderon et al., 1990; Drogelaser et al., 1994; Calderon et al., 

1997). However, a high mitotic stability was usually reported in the transformation systems (Avalos et al., 

1989; Upchurch et al., 1994; Leem et al., 1999; Chaure et al., 2000; Fang et al., 2004; Ying and Feng, 

2006; Jiang et al., 2007; Liao et al., 2008; Liu et al., 2008; Figueiredo et al., 2010; Xu et al., 2015). 

 In order to select transformed cells by using PPT, the experiments must be realized on minimal 

medium (Avalos et al., 1989; Pall et al., 1993; Cantone and Vandenberg, 1999; Goldstein and McCusker, 

1999; Leem et al., 1999; Inglis et al., 2000; Ma et al., 2003; Fang et al., 2004; Ying and Feng, 2006; 

Jiang et al., 2007; Ahuja and Punekar, 2008; Jin et al., 2008; Liu et al., 2008; Fan et al., 2011; Szewczyk 

et al., 2014; Xu et al., 2015). Fan et al., showed that an efficient PPT selection in Beauveria bassiana with 

a low background was associated with a pH 6.3 (Fan et al., 2011). In addition, Goldstein and McCusker 

pointed out that PPT is an amino acid analog while bialaphos is a peptide. Thus they used a synthetic 

minimal medium that did not contain other peptides or amino acids that may compete for uptake (Goldstein 

and McCusker, 1999). They also underlined the fact that bialaphos is not a stable compound. Thus plates, 

if prepared in advance, must be conserved at 4°C for one month at most. 

 To conclude, the family of the PPT compound seems to be a good candidate for filamentous fungi 

transformation as far as both resistance genes, bar and pat, are small genes (less than 1,000 bp). Data 

are too limited to conclude on its use in yeasts. However, according the filamentous fungal species, 

sometimes a very high concentration of PPT is needed (500 – 6,000 µg.mL-1). Yet, PPT is more expensive 

than geneticin according the provider but much lesser expensive than hygromycin B. Thus, the manipulator 

must evaluate the quality/price ratio according the fungal species he would like to transform before using 

PPT in selection experiments. People using PPT must be careful as far as PPT can induce a neurological and 

a pulmonary toxicity as well as this compound is probably toxic for reproduction.  

4.7. Puromycin 

 Puromycin, 3'-[[2S-Amino-3-(4-methoxyphenyl)-1-oxopropyl]amino]-3'-deoxy-N,N-

dimethyladenosine,3'-(a-amino-p-methoxy-hydocinnamamido)-3'-dexoy-N,N-dimethyladenosine.2HCl, 

belongs to the aminoacylnucleoside antibiotic family and is naturally biosynthesized by the bacterium 

Streptomyces alboniger (Porter et al., 1952). This molecule is known to inhibit the growth of Gram-positive 

bacteria but also insect and animal cells (Vara et al., 1986; Kuwano et al., 1979; Fallon and Stollar, 1982) 

whereas fungi are usually resistant because of the low permeability of the compound (Vazquez, 1979), as 

well as observed for Gram-negative bacteria. To date, only one strain of Saccharomyces cerevisiae was 

shown to be sensitive to puromycin, the mutant strain EPP (Cary et al., 2014). Indeed, S. cerevisiae wild-

type strain is insensitive to puromycin because of a phenomenon of pleiotropic drug resistance observed 

in Saccharomyces strains. That is to say that resistance to drug is governed by, at least, seven genes which 

are altered or amplified (e.g. PDR1 and PDR4 encoding transcriptional regulators, PDR5 encoding 

transmembrane proteins) (Meyers et al., 1992; Dexter et al., 1994). Recently, it has been shown that after 
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modification of these genes a decrease in the resistance of Saccharomyces strains towards a panel of drugs 

could be observed (e.g. pdr1p and pdr3p encoding transcription factor, or erg6p involved in ergosterol 

biosynthesis) (Dunstan et al., 2002; Sipos and Kuchler, 2006; Simon and Bedalov, 2004). 

 Puromycin inhibits the synthesis of proteins after binding with the peptidyl t-RNA of the ribosomal 

A site on both 70S and 80S large ribosomal subunit (Vazquez, 1979; for a review see Cundliffe, 1981). As 

a consequence, a reaction of chain termination will occur and the nascent peptide chain will be released, 

resulting in subunit dissociation (Traut and Monro, 1964; Schmeing et al., 2002).  

 Resistance to puromycin is conferred by the pac gene, encoding a puromycin-N-acetyltransferase 

(PAC) from Streptomyces alboniger (Pérez-Gonzalez et al., 1983; Pérez-Gonzalez et al., 1985; Lacalle et 

al., 1989; Vara et al., 1989), which can be used as a heterologous dominant marker. The N-acetylation of 

the tyrosinyl group of the drug inhibits the capacity of the modified puromycin to accept peptidyl moieties 

(Pérez-Gonzalez et al., 1983).  

 Molecular cassettes containing the pac gene are already used for the transformation of mammalian 

cells (Vara et al., 1986; De la Luna et al., 1988; De la Luna et al., 1992) and the nematode Caenorhabditis 

elegans (Semple et al., 2010; Semple et al., 2014), while it has only been reported twice in genetic 

engineering of the specifically modified Saccharomyces cerevisiae EPP strain (Cary et al., 2014; Mac Donald 

et al., 2015). Fungi and yeasts are naturally resistant to puromycin, as mentioned above. As a comparison, 

the S. cerevisiae wild-type strain growth was not altered even at relatively high concentrations (540 µg.mL-

1) while complete growth inhibition was observed at 110 µg.mL-1 for the modified S. cerevisiae EPP strain 

(Cary et al., 2014). Mac Donald et al. demonstrated that the growth of S. cerevisiae wild-type strain was 

completely inhibited at 11 mg.mL-1 of puromycin (Mac Donald et al., 2015). Some authors reported that 

the concentration affecting the viability of yeast is similar in liquid and solid media (Mac Donald et al., 

2015) while in others stated that the concentration must be higher in liquid media (Cary et al., 2014). No 

data were available about the stability of the insertion of the resistance cassette into the yeast. 

Nevertheless, in mammalian cells genetic transformations seem to be stable even thought it could be 

dependent on the cell line used (De la Luna et al., 1988; De la Luna et al., 1992). 

 Transformants of S. cerevisiae modified strain were selected on standard solid media composed of 

Yeast-Peptone-Dextrose (YPD) (Rose et al., 1990; Cary et al., 2014). In genetic transformation, the salt 

puromycin (dihydrochloride) which is recommended. A stock solution of the powder in distilled water is 

required before adding the drug in the selection plates (Cary et al., 2014).  

 To conclude, puromycin shows limited applications hitherto as a selection marker for genetic 

engineering of fungi, apart from yeasts, as soon as the strain sensitivity toward puromycin is confirmed. 

Indeed, this compound is inexpensive (approximatively 10 times lower than geneticin price and roughly 

the same as hygromycin), rapidly incorporated into the cells, in favor of a rapid selection step (De la Luna 

et al., 1992; Semple et al., 2010; Cary et al., 2014). Another advantage for laboratories is the moderate 

concentration required in selection plates (200 µM corresponding to 110 µg.mL-1, MW = 544.4 g.mol-1 

according to Cary et al., 2014) and the versatile use of the resistance gene from Streptomyces alboniger, 



Annexes – Revue 

 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   386 

as its nucleotide sequence is relatively small (roughly 900 bp Lacalle et al., 1989). A special care should 

be taken concerning the possible teratogenic effect of puromycin in case of chronic exposition and few data 

are available about its accurate toxicity. Nevertheless, a study conducted on mammalian cells show that 

the toxic concentration was very low (2.5 µg.mL-1 according to De la Luna et al., 1992). A structural 

analogue to puromycin, chryscandin, may constitute an alternative (Vara et al., 1985) until it was 

demonstrated to inhibit the growth of Candida albicans (Yamashita et al., 1984). 

5. Fungicide resistance 

5.1. Benomyl 

 Benomyl (Ben), methyl-1-(butylcarbamoyl)-2-benzimidazole carbamate, commercially known as 

Benlate®, belongs to the benzimidazole family (Davidse, 1986). This compound has been used since the 

end of the 60’s as an antifungal to control diseases induced by phytopathogenic fungi in crops (Delp and 

Klopping, 1968; Erwin, 1973; Timmer, 1998; Peres et al., 2002). Nevertheless, some fungi are naturally 

resistant to Ben such as Colletotrichum acutatum. Thus, benomyl was considered inefficient to control 

anthracnose on leatherleaf fern (Stamps et al., 1997) or anthracnose fruit rot on strawberries (Legard and 

Chandler, 2000) due to C. acutatum. Difficulties to overcome plant diseases due to Alternaria sp. or 

Sclerotium rolfsii were also observed (Delp and Klopping, 1968). Overall, Ascomycetes fungal species (e.g. 

Aspergillus parasiticus (MIC = 1 µg.mL-1) (Wu et al., 1996), Cercospora kikuchii (Upchurch et al., 1991), 

Erysiphe graminis (MIC ≥ 5 µg.mL-1 (Chaure et al., 1999_Stable), Metarhizium anisopliae (MIC = 0 µg.mL-

1) (Goettel et al., 1990), Penicillium islandicum (MIC = 0.5 µg.mL-1) (Huang et al., 1995), 

Pseudocercosporella herpotrichoides (MIC = 1 µg.mL-1) (Bunkers, 1991), Septoria nodorum (MIC = 2 

µg.mL-1) (Cooley et al., 1991), Trichoderma harzianum (MIC = 1 µg.mL-1) (Inglis et al., 1999)) are sensitive 

to Ben while most of Basidiomycetes, Zygomycetes or Oomycetes species and many medically important 

yeasts (e.g. Candida albicans (MIC = 500 µg.mL-1) (Gil et al., 1988; Fling et al., 1991; Goldway et al., 

1995)) are naturally resistant (Edgington et al., 1971; Bollen and Fuchs, 1970; Erwin, 1973; Summerbell, 

1987; Summerbell, 1993). Resistance toward Ben could arise in wild-type susceptible strains (e.g. Botrytis 

cinerea with a Ben-sensitive strain (MIC < 1 µg.mL-1) and a highly Ben-resistant strain (MIC ≥ 5,000 

µg.mL-1) (Parke et al., 1996)). Some difference in Ben susceptibility in members of a same genus could 

also be observed as illustrated with Colletotrichum sp. (Dickman et al., 1988; Adaskaveg and Hartin, 1997; 

Ishii et al., 2001; Peres et al., 2002; Talhinhas et al., 2002; Peres et al., 2004; Talhinhas et al., 2005; 

Nakaune and Nakano, 2007). 

 Benzimidazole compounds bind to β-tubulin proteins, preventing microtubules assembly in 

eukaryotic cells (Davidse, 1986; Osmani and Oakley, 1991). An interesting point is that benzimidazole 

molecules seem not to be active on plant and mammalian cells (Davidse and Flach, 1977; Jung et al., 

1992; Elslahi et al., 2014). 

 A huge number of studies demonstrated that naturally Ben-susceptible mold and yeast strains are 

able to become resistant to Ben after mutations in their β-tubulin genes (Osmani and Oakley, 1991). In 



Annexes – Revue 

 

HERIVAUX Anaïs | Les récepteurs histidine kinases : structure et distribution chez les eucaryotes et 

caractérisation fonctionnelle chez S. apiospermum rencontré dans la mucoviscidose   387 

most cases, a single point mutation is sufficient to confer resistance to Ben in fungi (e.g. Acremonium 

chrysogenum (Nowak and Kück, 1994), Aspergillus flavus (Seip et al., 1990), Aspergillus nidulans (Jung 

et al., 1992; May et al., 1985), Colletotrichum gloeosporioides (Peres et al., 2004), Neurospora crassa 

(Orbach et al., 1986; Fujirama et al., 1992), Septoria nodorum (Cooley and Caten, 1993), Trichoderma 

viridie (Goldman et al., 1993)) and yeasts species (Geotrichum candidum (Gold et al., 1991), (Thomas et 

al., 1985)). These point mutations are usually affecting amino acids at position 198 or 200 (Osmani and 

Oakley, 1991; Koenraadt et al., 1992; Koenraadt and Jones, 1993). However, in some species several 

point mutations are needed to confer Ben resistance  (e.g. Aspergillus parasiticus (Wu et al., 1996)). Then, 

the single point mutation usually affect amino acids 198 or 200 Mutations in β-tubulin genes caused an 

alteration in the sensitivity to Ben, and benzimidazole compounds more generally, because of a lesser 

binding affinity of β-tubulin genes for Ben (Jung et al., 1992; Ishii et al., 2001). On the other hand, it has 

been demonstrated that according the amino acid substitution occurring, the susceptibility to Ben is more 

or less altered (Koenraadt et al., 1992; Yarden and Katen, 1993).  

 In some species, natural resistance to Ben was observed but no point mutation was found in their 

beta-tubulin gene (e.g. Colletotricum acutatum (Peres et al., 2004), Candida albicans (Smith et al., 1990; 

Fling et al., 1991)). A multidrug resistance gene was identified in the latter and considered to be at the 

origin of the resistance to Ben in Candida albicans (Ben-Yaacov et al., 1994; Goldway et al., 1995). 

 Numerous mutated β-tubulin genes are available in filamentous fungi to be used for homologous 

(e.g. Acremonium chrysogenum (Nowak and Kück, 1994), Aspergillus flavus (Seip et al., 1990), Aspergillus 

nidulans (May et al., 1985; Dunne and Oakley, 1988), Aspergillus parasisticus (Wu et al., 1996)) or 

heterologous transformation (Finkelstein, 1992). This includes the benR gene from Neursopora crassa 

(Orbach et al., 1986; Vollmer and Yanofsky, 1986) which was successfully used for the transformation of 

Aspergillus nidulans and Aspergillus niger (Orbach et al., 1986),  Colletotrichum trifolii (Dickman, 1988), 

Cryphonectria parasitica (Churchill et al., 1990; Razanamparany et al., 1992), Erysiphe graminis (Chaure 

et al., 1999), Gaeumannomyces graminis (Henson et al., 1988), Geotrichum candidum (Gold et al., 1991), 

Gliocladium virens (Ossanna and Mischke, 1990), Magnaporthe grisea (Czymmek et al., 2005), 

Metarhizium anisopliae (McClung et al., 1989; Bogo et al., 1996; Duarte et al., 2006), Penicillium 

chrysogenum (Picknett and Saunders, 1989), Penicillium islandicum and Penicillium frequentans (Huang 

et al., 1995), Pseudocercosporella herpotrichoides (Bunkers, 1991), Podospora anserina (Fernandez-Larrea 

and Stahl, 1989), Trichoderma harzianum (Inglis et al., 1999) but also the benA gene from Aspergillus 

nidulans (Shier-Neiss et al., 1978; Jung and Oakley, 1990) used to transform Metarhizium anisopliae 

(Goettel et al., 1990; St Leger et al., 1995; Fang et al., 2006) and Septoria nodorum (Cooley et al., 1991).  

 Benomyl is usually solubilized in dimethyl sulfoxide (Wood, 1982; Haptmann et al., 1985; Dickman, 

1988; Goettel et al., 1990; Seip et al., 1990; Upchurch et al., 1991; Goldway et al., 1995; St Leger et al., 

1995; Czymmek et al., 2005; Pham et al., 2014) or absolute ethanol (Fernandez-Larrea and Stahl, 1989; 

Picknett and Saunders, 1989; Ossanna and Mischke, 1990; Bunkers, 1991). Transformed cells should be 

selected on rich media containing Ben (May et al., 1985; Dickman, 1988; Fernandez-Larrea and Stahl, 
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1989; Churchill et al., 1990; Goettel et al., 1990; Seip et al., 1990; Ossanna and Mischke, 1990; Bunkers, 

1991; Razanamparany et al., 1992; Nowak and Kück, 1994; Hang et al., 1995; St Leger et al., 1995; Bogo 

et al., 1996; Duarte et al., 1996; Inglis et al., 1999; Cao et al., 2007). Althought, the Ben resistance gene 

appeared highly stable after transformation (Churchill et al., 1990; Bunkers, 1991; Hang et al., 1995; Wu 

et al., 1996), it was reported that low frequencies of transformation are associated with the use of benR or 

benA as a selectable marker, particularly in filamentous fungi (Fernandez-Larrea et al., 1989; Churchill et 

al., 1990; Upchurch et al., 1991; Bogo et al., 1996). Another benefit in using Ben-resistance markers is 

that no spontaneous mutants were observed on the transformation control plates (Dickman, 1988; 

Fernandez-Larrea and Stahl, 1989; Goettel et al., 1990; Ossanna and Mischke, 1990; Upchurch et al., 

1991; Hang et al., 1995; Bogo et al., 1996; Duarte et al., 1996; Cao et al., 2007). Finally, low 

concentrations of Ben in the medium are sufficient to select transformed cells ranging from 0.1 to 2.5 

µg.mL-1 for Cercospora kikuchii (Upchurch et al., 1991), Cryphonectria parasitica (Churchill et al., 1990; 

Razanamparany et al., 1992), Cryptococcus neoformans and C. gattii (Pham et al., 2014), Geotrichum 

candidum (Gold et al., 1991), Gliocladium virens (Ossanna and Mischke, 1990), Penicillium sp. (Picknett 

and Saunders, 1989; Huang et al., 1995), Pseudocercosporella herpotrichoides (Bunkers, 1991), 

Podospora anserina (Fernandez-Larrea and Stahl, 1989),  Septoria nodorum (Cooley et al., 1991), 

Trichoderma harzianum (Inglis et al., 1999), and from 5 to 13 µg.mL-1 for Acremonium chrysogenum 

(Nowak and Kück, 1994), Aspergillus nidulans (May et al., 1985; Dunne and Oakley, 1988), Colletotrichum 

trifolii (Dickman, 1988), Metarhizium anisopliae (Goettel et al., 1990; St Leger et al., 1995; Bogo et al., 

1996; Duarte et al., 2006; Fang et al., 2006; Cao et al., 2007). 

 To conclude, Ben-resistance genes seems to be convenient selectable marker to transform fungi 

such as the benR gene from Neurospora crassa (Orbach et al., 1986) or the benA gene from Aspergillus 

nidulans (Jung and Oakley, 1990). These resistance genes are relatively short, approximatively 1,340 bp 

(Orbach et al., 1986; Seip et al., 1990; Nowak and Kück, 1994; Parke et al., 1996; Wu et al., 1996), thus 

easy to integrate in a construction. Moreover, benomyl is inexpensive in comparison to other commonly 

used selectable markers (Gold et al., 1994_Three). Ben seems to present a potential teratogen effect on 

mammal cells and a carcinogenic effect on animal cells. Noteworthy, the worldwide provider of Benlate®, 

Dupont, has decided to stop the production of this fungicide. 

5.2. Carboxin 

 Carboxin (Cbx) or Vitavax®, 2,3-dihydro-5-carboxanilido-6-methyl-1,4-oxathiin, is part of the 

synthetic anilide compounds. Since its discovery in the middle of the 60s (von Schmeling et al., 1966), this 

molecule has been widely employed as a systemic fungicide (Snel and Edgington, 1970; Erwin, 1970) to 

control the spread of phytopathogen fungal species (Powelson and Shaner, 1966; Edgington and Baron, 

1967; Hardison, 1967; Rowell, 1967). The particularity of Cbx is that it is widely active against 

Basidiomycete fungal species (Edgington et al., 1966; Newcombe and Thomas, 1990) (e.g. Clitopilus 

passeckerianus MIC = 5 µg.mL-1 (Kilaru et al., 2009), Coprinopsis cinerea MIC = 5 µg.mL-1 (Kilaru et al., 

2009), Magnaporthe oryzae MIC = 50 µg.mL-1 (Guo et al., 2016), Pleurotus ostreatus MIC = 2 µg.mL-1 
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(Honda et al., 2000), Uromyces fabae MIC = 50 µg.mL-1 (Wirsel et al., 2004), Ustilago esculenta MIC = 5 

µg.mL-1 (Yu et al., 2015)) while most of the ascomycetous are non-susceptible to Cbx. However, some 

members of the Ascomycete phylum are susceptible to Cbx like in Deuteromycetes or Phycomycetes 

(Edgington et al., 1966; Edgington and Baron, 1967; Snel et al., 1970) (e.g. Aspergillus oryzae MIC = 200 

µM (Shima et al., 2011), Mortierella alpina MIC = 100 g.mL-1 (Ando et al., 2009), Zymoseptoria tritici MIC 

= 75 µg.mL-1 (Skinner et al., 1998)). 

 Cbx and relatives are respiratory poisons by affecting the electron transport in mitochondria 

Complex II (Mathre, 1970; Ragsdale and Sisler, 1970; Snel et al., 1970; Ulrich and Mathre, 1972). More 

precisely, Cbx acts by inhibiting the mitochondrial enzyme, succinate dehydrogenase (EC 1.3.99.1) (SDH), 

oxidation (Mathre, 1971; White, 1971; Georgopoulos et al., 1972; Ackrell et al., 1977). The SDH plays an 

essential role in the Krebs cycle as it oxides succinate into fumarate and reduces ubiquinone to ubiquinole. 

It was found that Cbx is also able to inhibit the succinate oxidation yeast, bacteria, plant and mammalian 

cells. Therefore, fungi (e.g. Ustilago maydis), bacteria (e.g. Micrococcus denitrificans) and animal species 

(e.g. pig heart, rat liver) seem to be more sensitive to Cbx than yeast (e.g. Saccharomyces cerevisiae) or 

higher plant ones (e.g. P. vulgaris) (Ulrich and Mathre, 1972; Tucker and Lillich, 1974; Day et al., 1978; 

White et al., 1978). For example, Marthre reported that 150 µM of Cbx inhibited the succinate oxidation in 

Fusarium oxysporum and Ustilago maydis, at 100% and 93% respectively, while only 25% inhibition was 

reached for pinto beans (Mathre, 1971). 

 In addition, it has been demonstrated that fungal susceptibility to Cbx can be increased when 

acetate is added in the growth medium as the carbon source (Gunatilleke et al., 1975). It can be explain 

by the fact that the acetate metabolism in the cell is inhibited by Cbx whereas not the glucose metabolism 

(Mathre, 1970; Rgsdale and Sisler, 1970) during the Krebs cycle. 

 Because of an intensive use in crops, natural resistance to Cbx appeared in fungi (Dhitaphichit and 

Jones, 1991; Newcombe and Thomas, 1991; Newcombe and Thomas, 2000) leading to engineer synthetic 

resistant strains in research since the beginning of the 90s (Broomfields and Hargreaves, 1992; Irie et al., 

1988b; Keon et al., 1991; Keon et al., 1994; Skinner et al., 1998; Honda et al., 2000; Kilaru et al., 2009; 

Ando et al., 2009; Shima et al., 2009; Yin et al., 2011).  

 For a better understanding of the mechanism of resistance toward Cbx it is essential to well 

understand the Cbx mode of action on SDH. Complex II (succinate-ubiquinone oxidoreductase) of the 

respiratory electron transport chain in mitochondria in filamentous fungi is composed of two ubiquinone-

binding proteins (SdhC and SdhD) and the SDH, itself composed of two subunits: i) an iron sulfur protein 

(Ip, SdhB or Sdi1), and ii) a flavoprotein (FP or SdhA) (Ulrich and Mathre, 1972; Ackrell et al., 1977; Hatefi 

et al., 1985). Three iron-sulfur centers, containing cysteine residues, are part of the Ip subunit. Cbx seems 

to target the third center, encoded by the SdhB gene (Skinner et al., 1998), thanks to a conformational 

change exposing this center to Cbx in sensitive strains (Georgopoulos et al.,; Skinner et al., 1998). Other 

studies mentioned that carboxin binds to quinone-binding sites which are also present in the SdhC and 

SdhD subunits (Sun et al., 2005; Horsefield et al., 2006; Huang et al., 2006).  
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 It is mainly reported that a single amino acid substitution of a conserved histidine to a leucine, 

contained in the third cysteine rich cluster subunit of the Ip subunit of the SDH, is able to confer resistance 

to Cbx in fungi (Keon et al., 1991; Broomfield and Hargreaves, 1992; Skinner et al., 1998; Honda et al., 

2000; Irie et al., 2003; Ito et al., 2004; Ando et al., 2009; Honda et al., 2009; Kilaru et al., 2009; Ngari 

et al., 2009; Shima et al., 2009; Kano et al., 2012; Guo et al., 2016). Shima et al., showed that an amino 

acid substitution in the SdhC and SdhD subunits could confer Cbx resistance in Aspergillus oryzae (Shima 

et al., 2009). Indeed, in the SdhC a change from a threonine residue to an isoleucine was observed and 

an asparagine change for glutamine in the SdhD. The first described mutation was different from the one 

identified in the SdhC from Coprinopsis cinerea (Ito et al., 2004) while the mutation identified in the SdhD 

was already described in the bacteria Paracoccus denitrificans (Matsson et al., 1998). What is interesting 

is that the three mutations have never been described at the same time in one organism (Shima et al., 

2011) apart in Aspergillus nidulans (Gunatilleke et al., 1976). 

 Thanks to the identification of the origin of the Cbx resistance, it was thus easy to develop theses 

resistance gene as selection agents in fungal transformation. Nevertheless, these genes can only be used 

for homologous recombination (e.g. Aspergillus oryzae (Shima et al., 2009), Coprinopsis cinerea (Kilaru et 

al., 2009), Hebeloma cylindrosporum (Ngari et al., 2009), Lentinula edodes (Irie et al., 2003), Magnaporthe 

oryzae (Guo et al., 2016), Mortierella alpina (Ando et al., 2009), Pleurotus ostreatus (Honda et al., 2000; 

Irie et al., 2001; Honda et al., 2001; Tsukihara et al., 2006; Salame et al., 2012), Uromyces fabae (Wirsel 

et al., 2004; Djulic et al., 2011), Ustilago esculenta (Yu et al., 2015), Ustilago maydis (Georgopoulos et 

al., 1972; Keon et al., 1991; Broomfield and Hargreaves, 1992; Ruiz-Herrera et al., 1999), Zymoseptoria 

tritici (Skinner et al., 1998; Bowler et al., 2010; Kilaru et al., 2015; Kilaru et al., 2015)). Some experiments 

tried to use a gene for a heterologous transformation but they were abortive (e.g. the Aosdhbcxr gene from 

Aspergillus oryzae in Penicillium simplicissium (Shima et al., 2009), the sdiR gene from Pleurotus ostreatus 

in Hebeloma cylindrosporum (Ngari et al., 2009) or in Lentinula edodes (Irie et al., 2003). Nevertheless, 

in some rare cases, heterologous transformation gave rise to carboxin-resistant transformants (e.g. the 

sdiR gene from Agaricus bisporus in Coprinopsis cinerea (Challen et al., 2000), the Aosdhbcx gene from 

Aspergillus oryzae in Aspergillus parasticus (Shima et al., 2009), the sdi1R gene from Coprinopsis cinerea 

in Clitopilus passeckerianus (Kilaru et al., 2009)). 

 Cbx resistance genes were successfully used as a dominant selection marker in fungal 

transformation (Honda et al., 2000) but for a long time it was considered that using these resistance genes 

impaired the pathogenicity of the transformed strain, thus that Cbx resistance genes cannot be used as 

selection markers (Ruiz-Herrera et al., 1999). This statement was refuted and Cbx was considered suitable 

to be used in fungal transformation (Topp et al., 2004; Bielska et al., 2014; Higuchi et al., 2014; Treitschke 

et al., 2010). Some studies reported that Cbx resistance genes allowed a better discrimination and a higher 

efficiency of transformation than the ones obtained with hygromycin as a selectable agent (Ando et al., 

2009; Ngari et al., 2009; Irie et al., 2003). Ngari et al., had observed that a concentration in Cbx twenty 

times higher than the concentration used to inhibit the wild-type strain did not affect the growth of the 

transformants. While, if a concentration in hygromycin B 20 times higher to the one which inhibits the wild-
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type strain is applied on transformants, their growth will be decreased by 50 to 90%. Cbx seems to be a 

good selection agent as far as the integration of the resistance cassette is stable in transformants (Honda 

et al., 2000; Irie et al., 2001; Ando et al., 2009; Ngari et al., 2009; Yu et al., 2015). Therefore, some 

false-positive transformants can appeared during the transformation process (Ando et al., 2009; Ngari et 

al., 2009). These generalities are not applicable to every transformation systems. For example, in a 

transformation of Pleurotus ostreatus made by Honda et al., no negative transformants appeared but a 

low efficiency in the transformation was reported (Honda et al., 2000). 

 Prior to use it, Cbx is dissolved in acetone (Edgington et al., 1966) or methanol (Georgopoulos et 

al., 1972; Gunatilleke et al., 1976). Concentrations of Cbx used to select transformed cells is generally 

lower in basidiomycetous (e.g. 60 µg.mL-1 in Clitopilus passeckerianus (Kilaru et al., 2009), 40 µg.mL-1 in 

Coprinopsis cinerea (Kilaru et al., 2009), 0.2 µg.mL-1 in Hebeloma cylindrosporum (Ngari et al., 2009), 2 

µg.mL-1 in Lentinula edodes (Irie et al., 2003), 50 µg.mL-1 in Magnaporthe oryzae (Guo et al., 2016), 2 

µg.mL-1 in Pleurotus ostreatus (Honda et al., 2000; Irie et al., 2001; Honda et al., 2001; Tsukihara et al., 

2006; Salame et al., 2012), 5 µg.mL-1 in Ustilago esculenta (Yu et al., 2015), 2 µg.mL-1 in Ustilago maydis 

(Broomfield and Hargreaves, 1992)) than in ascomycetous (e.g. 50 µg.mL-1 in Aspergillus oryzae and 75 

µg.mL-1 in Aspergillus parasiticus (Shima et al., 2009), 40 µg.mL-1 in Zymoseptoria tritici (Bowler et al., 

2010; Kilaru et al., 2015)) and zygomycetous fungi (e.g. 100 µg.mL-1 in Mortierella alpina (Ando et al., 

2009)). Selection of the transformed cells is usually done on rich media in basidiomycetes (Keon et al., 

1991; Honda et al., 2000; Honda et al., 2001; Irie et al., 2001; Irie et al., 2003; Kilaru et al., 2009; Kilaru 

et al., 2009; Ngari et al., 2009; Salame et al., 2012; Guo et al., 2016) as well as in ascomycetes or 

zygomycetes (Ando et al., 2009; Shima et al., 2009; Kilaru et al., 2015). Finally, in some experiments it 

was precised that transformation plates were incubated in the dark (Skinner et al., 1998; Ngari et al., 

2009; Guo et al., 2016). 

 As a conclusion, carboxin is interesting in the transformation of basidiomycetous fungal species as 

far as in most cases the transformation efficiency obtained is higher or the same as the one with traditional 

selection markers, the discrimination is better, few studies reported the presence of false-positive 

transformants. It is more complicate to rule on ascomycetes species transformation because few data are 

available.  Then, this drug is less expensive than hygromycin or geneticin (Ando et al., 2009). The 

resistance genes are constituted of more than 2,000 bp but they encoded an ORF of less than 1,000 bp. 

Cbx does not seems to be toxic for humans. 

5.3. Glyphosate 

 Glyphosate, (N-[phosphonomethyl]-glycine), usually referred to as Roundup®, is a non-specific 

herbicide with a broad spectrum. It is known to inhibit plant growth (Jaworski et al., 1972; Amrhein et al., 

1983; Mousdale and Coggins, 1984) but also bacteria (Steinrücken et al., 1980; Comai et al., 1983; Duncan 

et al., 1984), yeasts and fungi (Boocock and Coggins, 1983; Bode et al., 1985). The drug mainly inhibits 

the 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP) synthase (EC 2.5.1.19) from the essential shikimate 
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biosynthetic pathway but two other upstream enzymes, the 3-désoxy-7-phosphoheptulonate synthase 

(DAHP) synthase (EC 4.1.2.15) and the dehydroquinate synthase (EC 4.6.1.3), could constitute secondary 

targets of glyphosate (Rubin et al., 1982; Bode et al., 1984). The inhibition of the activity of these enzymes 

disturbs the aromatic amino acids biosynthesis pathway since the EPSP synthase is a pivotal enzyme that 

catalyzes different steps of the pathway. . In fungi, the EPSP synthase has multiple functions, regulating 

approximatively five consecutive steps in the shikimate pathway as described in Saccharomyces cerevisiae 

(Duncan et al.,), Neurospora crassa (Lumsden and Coggins, 1977 and 1978; Coggins et al., 1985), Ustilago 

violacea and Schizosaccharomyces pombe (Larimer et al., 1983) while in bacteria or plants, the EPSP 

synthase is considered to be monofunctional (Mousdale and Coggins, 1984). 

 The EPSP synthase is encoded by the aroA gene (Gollub et al., 1967). Species harboring the wild-

type aroA gene are sensitive to glyphosate, while the presence of a mutated allele of this gene leads to 

resistance towards glyphosate action (Comai et al., 1983). In addition, Comai et al. demonstrated the 

dominant character of the mutated allele in Escherichia coli and Salmonella typhimurium. In-depth studies 

identified a single substitution at codon 101 of the aroA gene leading to a proline to serine substitution 

(Stalker et al., 1985). 

 Susceptibility of yeast species against glyphosate appears extremely heterogeneous. For example, 

Yarrowia lipolytica is 400-fold more sensitive than Candida albicans, Candida utilis or Hansenula 

polymorpha (Bode et al., 1986). The unique study dealing with the use of glyphosate as selection drug for 

fungal genetics concerns Saccharomyces cerevisiae (Kunze et al., 1989). First, it was shown that the 

susceptibility of S. cerevisiae towards the drug was depending on the pH of the media used since at pH 4.0 

the strain was inhibited with 3 mg.mL-1 glyphosate while at pH 6.8 the inhibitory concentration of the drug 

was 2 mg.mL-1 (Kunze et al., 1989). A autonomously replicating plasmid containing the aroA gene from 

Escherichia coli (Duncan et al., 1984; Duncan and Coggins, 1984) was used to transform some 

Saccharomyces cerevisiae strains (Kunze et al., 1989). Transformants were selected on a minimal media 

containing 2 mg.mL-1 glyphosate. 

To conclude, the resistance gene aroA could potentially represents a convenient selection marker 

for fungal engineering since since the price of glyphosate remains very low compared to hygromycin or 

geneticin for instance. Nevertheless, glyphosate is highly toxic for humans (teratogen toxicity) and too 

little information is available to determine if the aroA gene is broadly suitable for fungal transformation 

strategies. 

5.4. Pyrithiamin 

 Pyrithiamin (PT), 2-[1-[(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl)methyl]-2-methylpyridin-1-ium-3-yl], is 

a pyrimidine derivative. It has been demonstrated that yeasts die when exposed to this compound. Indeed, 

wild-type strain of Saccharomyces cerevisiae was completely inhibited by 0.84 µg.mL-1 PT (Iwashima et 

al., 1975). Concerning filamentous fungi, Aspergillus sp. (e.g. A. aculeatus with a MIC 0.05 µg.mL-1, A. 

flavus with a MIC 0.01 µg.mL-1, A. niger with a MIC 2 µg.mL-1, A. oryzae with a MIC 0.01 µg.mL-1) and 
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Trichoderma reesei are sensitive to the molecule whereas Penicillium citrinum and Fusarium solani are not 

(Kubodera et al., 2000; Kubodera et al., 2002; Kanasama et al., 2003; Chang et al., 2010; Zhang et al., 

2017). 

 This agent is an antagonist of thiamine (vitamin B1) (Iwashima et al., 1975). It acts by reducing 

the thiamine transport and induces the inhibition of the thiamine pyrophosphokinaes (TPK) (Iwashima et 

al., 1975; Schweingruber and Edenharter, 1990; Schweingruber et al., 1991; Nosaka et al., 1993). TPK is 

required to transform thiamine into thiamine pyrophosphate (TPP), an important cofactor of several 

enzymes. Whether TPK is inhibited, the amount of TPP is insufficient and the consequence is the death of 

the fungal cell (Nosaka et al., 1993). 

 Resistance to PT is conferred by a mutated allele of the ptrA gene, potentially encoding an enzyme 

involved in thiamine biosynthesis and belonging to the TH14 protein family (Iwashima et al., 1975; 

Schweingruber et al., 1991; Kubodera et al., 2000).  

 The use of PT as a dominant selectable marker is relatively recent since all the corresponding 

molecular cassettes described in fungal transformation contained the ptrA gene of A. oryzae, identified by 

Kubodera et al. in 2000 (Kubodera et al., 2000; Kubodera et al., 2002; Kanamasa et al., 2003; Chang, 

2008_A highly ; Chang et al., 2010; Hartmann et al., 2010; Zhang et al., 2017). The A. nidulans ptrA was 

used to construct a marker recycling cassette (Zhang et al., 2017). The ptrA gene of A. oryzae was used 

to transform Aspergillus related strains, but also a dermatophytic species, Trichoderma reesei. The 

interesting point in the transformation of all these fungal strains is the low PT concentrations required to 

select transformed cells in minimal medium (e.g. 0.1 µg.mL-1 for A. fumigatus, A. flavus, A. kawachii, A. 

oryzae, A. parasiticus, A. terreus and T. reesei (Kubodera et al., 2000; Kubodera et al., 2002; Chang, 

2008; Chang et al., 2010), 0.2 µg.mL-1 for A. aculeatus (Kanamasa et al., 2003), 2 µg.mL-1 for A. niger 

(Zhang et al., 2017)). In addition, integration of the disruption cassette seems to be stable in the 

transformed cells (Kanamasa et al., 2003; Zhang et al., 2017). A unique experiment described the growth 

of small colonies in presence of PT for A. aculeatus transformation but these colonies were distinguishable 

from transformants (Kubodera et al., 2002_Transformation). 

 Finally, PT seems to be a good candidate for filamentous fungi transformation as far as the A. 

oryzae ptrA gene is small (less than 1,000 bp) (Kubodera et al., 2000_Pyrithiamine), PT price is inexpensive 

compared to hygromycin or geneticin, and very low concentrations are needed in the medium to select 

transformed cells. Be careful to chronic exposition which lead to alteration of the nervous system.  

5.5. Sulfonylurea 

 Sulfonylurea is a family of compounds encompassing some synthetic and structurally similar 

molecules that were originally and primarily used as herbicides in agricultural fields to prevent the spread 

of weeds (Worthing and Hance, 1991). A couple of these compounds are now used as selection drugs for 

the genetic transformation of yeasts and filamentous fungi. Since the early 80’s, sulfometuron methyl 

(SM), N-[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)aminocarbonyl]-2-methoxycarbonylbenzene sulfonamide, was used 
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to genetically transform industrial yeast strains for metabolic engineering (Casey et al., 1988; Xiao et al., 

1989; Xiao et al., 1990; Ambrona et al., 2005). Besides, chlorimuron ethyl (CE), (ethyl-2-[[[[(4-chloro-6-

methoxypyrimidin-2-yl)amino]carbonyl]amino]sulfonyl]benzoate, was rather used to date as selection 

drug in ascomycetous molds (Zhang et al., 2010; Liu et al., 2016; Sweigard et al., 1997; Li et al., 2005; 

Chen et al., 2007; Yang and Naqvi, 2014; Lin et al., 2011; Sidhu, Cairns et al., 2015).  

 The cellular target of sulfonylurea molecules is the acetolactate synthase enzyme (ALS), also 

referred to the acetohydroxyacid synthase (AHAS) (Magee et al., 1968; Chaleff and Mauvais, 1984; for a 

review: McCourt et al., 2006). Briefly, ALS corresponds to the first crucial enzyme involved in the 

biosynthesis pathway of branched-chain amino acids: valine, leucine and isoleucine. When activated by a 

hitherto unknown fungal cell process, CE and SM are able to inhibit the activity of this enzyme (Chaleff and 

Mauvais, 1984). By this way, sulfonylureas are toxic compounds for cells that harbor an essential 

biosynthesis pathway of branched-chain amino acids and were thus reported to be active on bacteria 

(LaRossa et al., 1984), higher plants (Chaleff and Mauvais, 1984; Ray, 1984), filamentous fungi (Valent et 

al., 1991; Sweigard et al., 1997; Zhang et al., 2010; Lin et al., 2011; Yang and Naqvi, 2014) and yeasts 

(Falco et al., 1984; Falco et al., 1985; Yadav et al., 1986; Maiti et al., 1987; Xiao et al., 1989; Xie et al., 

1996). 

Concerning CE and its potential in filamentous fungi genetics, the resistance in fungal cells is known 

to be mediated by dominant mutations that occur in alleles encoding the ALS enzyme. For instance, it was 

reported that the sur allele of the ILV1 gene conferred CE resistance in Magnaporthe grisea (Valent et al., 

1991; Qing et al., 2010) and similarly the ILV2SUR allele of the ILV2 gene conferred CE resistance in 

Magnaporthe oryzae (Valent et al., 1991; Sweigard et al., 1997; Yang and Naqvi, 2014). For SM and its 

particular applications in yeasts, a dozen of distinct dominant mutations in the ILV2 gene have been shown 

to lead to strong SM resistance in Saccharomyces cerevisiae (Falco et al., 1985a; Falco et al., 1985b). This 

includes above all two mutations that modify the N-terminus amino acid sequence of the ALS enzyme: the 

SMR1-410 mutation (also called ILV2-410) which corresponds to a C-to-T substitution at nucleotide position 

574 resulting in a proline-to-serine conversion in the protein (Casey et al., 1988; Falco et al., 1985a; Yadav 

et al., 1986) and the  SMR1B mutation that relies on a C-to-T substitution at nucleotide 575 which implies 

a proline-to-leucine exchange (Falco et al., 1996). These two independent and prominent mutations thus 

highlight a crucial role of the proline residue at position 191 of the protein in the binding of sulfonylurea 

molecules on ALS, and that a substitution of this important amino acid do not alter the essential activity of 

the enzyme. 

 Several fungal model species have been successfully transformed with a sulfonylurea resistant 

cassette. Genes conferring resistance to CE have been introduced in the genome of different filamentous 

fungi including Beauveria bassiana (Zhang et al., 2010), Cercospora nicotianae (Chen et al., 2007), 

Colletotrichum acutatum (Chung et al., 2002), Harpophora oryzae (Liu et al., 2016), Metarhizium robertsii 

(Lin et al., 2011), Neurospora crassa (Li et al., 2005) by using the sur resistance gene from M. grisea but 

also Zymoseptoria tritici by using the ILV2SUR resistance gene from M. oryzae (Sidhu et al., 2015a; Sidhu 
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et al., 2015b). Few other studies have reported the use of the SM resistance gene in industrial yeasts 

belonging to the Saccharomyces genus (Yadav et al., 1986; Maiti et al., 1987; Casey et al., 1988; Xiao et 

al., 1989; Kitamoto et al., 1991; Ambrona et al., 2005). Following the transformation experiments, these 

dominant markers were shown to be relatively stable in strains under non selective conditions (Falco et 

al._1985a; Xiao et al._1989; Zhang et al._2010; Sidhu et al._2015b; Liu et al._2016), with the exception 

of some marker loss events observed in several S. cerevisiae industrial strains (Casey et al., 1988; 

Kitamoto et al., 1991). 

 The selection of transformants must be carried out on minimal media such as Czapeck-Dox. Zhang 

et al. noted the importance of the pH of the drug-containing selection medium by observing a reduction in 

the background when the pH of Czapeck-Dox has been lowered from 7.3 to 6.3 (Zhang et al., 2010). 

Noteworthy, susceptibility towards sulfonylurea compounds appears highly variable from a species to 

another. For instance, Z. tritici was found strongly susceptible (MIC = 2 µg.mL-1) (Sidhu et al., 2015b), M. 

robertsii moderately susceptible (MIC = 50 µg.mL-1) (Lin et al., 2011), and Aspergillus niger highly resistant 

(MIC = 2 mg.mL-1) (Sharma et al., 2012) towards CE. Thus, drug concentrations in the medium plates 

reported to achieve a convenient selection of transformants ranged from 10 µg.mL-1 for B. bassiana (Zhang 

et al., 2010) and Z. tritici (Sidhu et al., 2015b) to 400 µg.mL-1 for H. oryzae (Liu et al., 2016). More 

precisely concerning H. oryzae, such a high concentration was applied in order to avoid the selection of 

any spontaneous mutants, as described by Valent et al. in M. grisea (Valent et al., 1991). For the remaining 

Ascomycete molds, for which a sulfonylurea selectable marker has been successfully used, 100 µg.mL-1 CE 

was commonly added in selection plates. Concerning yeasts, Saccharomyces strains seems to be inhibited 

by very low SM concentrations (3 to 5 µg.mL-1) (Falco et al., 1985a; Yadav et al., 1986; Casey et al., 1988; 

Xie et al., 1996; Ambrona et al., 2005). Nevertheless, it is important to keep in mind that spontaneous SM 

resistant colonies could arise on Saccharomyces transformation selection plates (Falco et al., 1985a; Yadav 

et al., 1986). As a consequence, 10 to 100 µg.mL-1 SM should be added in the media to prevent the growth 

of spontaneous yeast mutants. 

 Finally, it is noteworthy that sulfonylureas compounds are light sensitive, at least CE and SM. Thus, 

it is crucial to accurately incubate transformation plates in the darkness during the whole life of the selection 

step. In addition, the drugs must not be directly added in the media due to a poor solubility in water of 

sulfonylurea molecules. Thus, a stock solution must be primarily prepared, mostly in acetone for SM and 

dimethylformamide for CE.   

 In conclusion, molecules belonging to the sulfonylurea family show interesting potentials as 

selection drugs for genetic engineering of a broad range of Ascomycete species (no data are available for 

Basidiomycete models) by using, as a resistance gene, a mutated allele encoding a modified target ALS. 

Their apparent low toxicity for mammalian cells, at least for SM (Falco et al., 1985a ; Casey et al., 1988 ; 

Xie et al., 1996), the moderate concentration required in selection plates and the acceptable price of crude 

CE and SM thus make sulfonylureas attractive selection drugs for laboratories. Nevertheless, CE and SM 

resistance genes are large nucleotide sequences (roughly 2,500 bp), and, adding to both a promoter and 
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a terminator sequences necessary for expression of the modified ALS, this could render difficult the DNA 

manipulation of sulfonylurea resistance cassette and deriving molecular constructs.  

6. Other drugs used in Human medicine 

6.1. Methotrexate 

 Methotrexate (MTX) or amethopterin, (2S)-2-[‘4-{[(2,4-diamino-7,8-dihydropteridin-6-

yl)méthyl](methyl)amino}phenyl)formamido] pentanedioic acid or amethopterin-4-amino-10-

methylpteroyl-glutamic acid, is a purine synthetic derivative, more precisely an antagonist of folic acid. 

Indeed, it lacks a hydroxyl function at the fourth amino group of the pteridin ring (Bleyer et al., 1978). 

This drug is conventionally used in numerous hematological malignancies, and more particularly in acute 

lymphoblastic leukaemia of childhood, or to treat rheumatoid arthritis and psoriasis at lower doses (Bleyer 

et al., 1978; Jolivet et al., 1983). When MTX is added in a media, at concentrations found in vivo, it has 

been shown that it inhibits, or at least reduces, the Candida albicans (MIC = 750 µg.mL-1 (Ghannoum and 

Al-Khars, 1984) or 450 µg.mL-1 (Warnock et al., 1989)) blastospore growth. Whereas it seems that it did 

not have any effect on germ tubes (Ghannoum and Al-Khars, 1984; Warnock et al., 1989). The same 

conclusion was drawn for Saccharomyces cerevisiae with the exception that sulfanilamide must be 

associated to MTX (Miyajima et al., 1984; Mac Donald et al., 2015). MTX has only a fungistatic activity on 

yeasts (Ghannoum and Al-Khars, 1984). 

 The mechanism of action of this drug on mammalian and prokaryotic cells relies on the inhibition 

of the dihydrofolate reductase (DHFR, EC 1.5.1.3). This enzyme converts folic acid into folate, its reduced 

form, which is a primordial cofactor in nucleic acid and protein synthesis (Bleyer et al., 1978). Disruption 

of both phenomenon are observed in the early step of spore germination and seems to be necessary for 

germ tube elongation (Lovett, 1976). Yeasts present a de novo dihydrofolate synthesis pathway (Bush et 

al., 1981; Miyajima et al., 1984). That is why Saccharomyces cerevisiae is only susceptible to MTX when 

sulfanilamide, a molecule which inhibits this de novo pathway, is added (Brendel et al., 1975; Little and 

Hayes, 1979; Wickner, 1975). 

  Resistance to MTX is due to a mutated allele of the dihydrofolate reductase (Thillet et al., 1988). 

Disruption cassettes containing the Mdhfr resistance gene of Mus musculus or the one of human or the 

bacterial R.dhfr were used in Saccharomyces cerevisiae strains (Miyajima et al., 1984; Zhu et al., 1985; 

Mac Donald et al., 2015). Natural resistance to the drug was observed in Saccharomyces cerevisiae strains 

thanks to mutations in their DHFR thus a lower affinity for MTX (Mac Donald et al., 2015). When integrated, 

the stability of the disruption cassette is controversial according the study, when using the same Mdhfr 

resistance gene (Zhu et al., 1985; Zhu et al., 1986). 

 Selection of Saccharomyce cerevisiae transformants occurred in rich or poor media incubated in 

the dark since MTX is photosensible (Miyajima et al., 1984; Zhu et al., 1986). MTX and sulafanilamide were 
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added in the media, in relatively low concentrations (Miyajima et al., 1984; Zhu et al., 1985; Zhu et al., 

1986; Mac Donald et al., 2015).  

 As a conclusion, the drug MTX could be used in Saccharomyces cerevisiae disruption experiments 

but it is difficult to extend its use to fungi as no data is available. The advantages are a small length of the 

resistance gene (approximatively 560 bp), relatively low concentrations for the selection of transformants. 

Nevertheless, its price is almost twice higher than the one of commonly used marker of selection. In 

addition, MTX is extremely toxic. 

6.2. Mycophenolic acid 

 Mycophenolic acid (MPA), E-6-(1, 3-dihydro-4-hydroxy-6-methoxy-7-methyl-3-oxo-5-

isobenzofuranyl)-4-methyl-4-hexanoic acid, is a meroterpenoid characterized by the presence of a farnesyl 

group (Bentley, 2000). It was first isolated from P. brevicompactum in 1893. This natural antibiotic is 

produced by several other species belonging to the Penicillium genus (eg. P. bialoowieziense, P. canescens, 

P. olivicolor, P. paxilli, P. roqueforti, P. viridicatum) (Lafont et al., 1979; Engel et al., 1982; Wu, 1994; 

Frisvad et al., 2004; Vinokurova et al., 2005; Regueira et al., 2011). MPA was first none for its 

antimicrobial, antitumoral, antiviral and antiparasitic properties (Wu, 1994). Today, it is widely used for its 

immunosuppressive properties in particular in the prevention of allograft rejection (Escobar-Henriques et 

al., 2001; Vinokurova et al., 2005; Bentley, 2000). Concerning P. brevicompactum, 7 genes involved in 

MPA biosynthesis (mpaA-mpaH) were identified and constitute the mycophenolic acid gene cluster 

(Regueira et al., 2011; Hansen et al., 2012; Zhang et al., 2015). Only 5 of these genes (mpaA, mpaC, 

mpaDE, mpaG and mpaH) seem to be really involved in the synthesis of MPA. P. roqueforti presents a 

similar organization but only 6 genes (Del-Cid et al., 2016). Differences in the promoter sequences may 

explain the difference in the amount of MPA biosynthesis. Indeed, P. brevicompactum synthesizes a huge 

amount of MPA compared to P. roqueforti (Lafont et al., 1979; Engel et al., 1982; Vinokurova et al., 2005). 

 MPA acts by inhibiting reversibly the inositol-5’-monophosphate dehydrogenases (IMPDH, EC 

1.1.1.205) (Wu, 1994; Ransom, 1995; Link and Straub, 1996; Hedstrom,et al., 2009; Bentley, 2000). This 

enzyme is involved in the de novo GMP synthesis by converting IMP into xanthosine-5’-monophosphate 

(XMP). This conversion is a key step in guanine biosynthesis (Link and Straub, 1996; Sintchak et al., 1996; 

Hyle et al., 2003). It was shown that a cellular depletion in GTP leads to a growth arrest in microorganisms 

(Jackson et al., 1975; Escobar-Henriques et al., 2001).  

 According the species, the number of IMPDH enzymes and their susceptibility to MPA, according 

the amino acid substitutions, are different (Köhler et al., 1997; Hyle et al., 2003; McPhilips et al., 2004; 

Köhler et al., 2005). It is known that bacterial IMPDH are highly resistant while the human ones are 

susceptible. Humans and mice possess two different IMPDH genes while the majority of invertebrates only 

have one. P. brevicompactum contains two IMPDH proteins (IMPDH-A and IMPDH-B) diverging their 

susceptibility to MPA (Regueira et al., 2011; Hansen et al., 2011; Sun et al., 2011). Indeed, the type B-

IMPDH encoded by the mpaF gene is approximatively 1,000-fold more resistant than IMPDH-A (Sun et al., 
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2011). Both proteins confer a higher resistance to MPA compared to non MPA-producing fungi (eg. A. 

nidulans) (Hansen et al., 2011; Hansen et al., 2012). In Saccharomyces cerevisiae, a cluster containing 

four IMPDH genes (IMD1-IMD4), all with a different mechanism of action, was identified (Shaw et al., 

2001; Hyle et al., 2003). IMD2 seems to be the only one involved in MPA resistance even if it shares 92% 

and 84% homology with IMD3 and IMD4, respectively (Hyle et al., 2003; McPhillips et al., 2004; Jenks and 

Reines, 2005). Jenks and Reines also demonstrated that the insertion of a hydroxyl side-chain at position 

523 confers MPA resistance. Candida species show different degrees of resistance toward MPA. Indeed, in 

liquid and solid complete medium, C. parapsilosis was inhibited with 200 µg.mL-1 and 150 µg.mL-1 in liquid 

minimal medium (Gacser et al., 2005). Candida auris was inhibited in minimal solid media containing 50 

µg.mL-1 MPA (Defosse et al., 2018). C. albicans strains showed a more limited resistance to MPA as far as 

their growth was inhibited between 5 and 10 µg.mL-1 of drug in the medium (Goshorn and Scherer, 1989; 

Köhler et al., 1997; Thei et al., 2002; Köhler et al., 2005). MPA induces cytokinesis defects in C. albicans 

morphogenesis and the IMH3 gene, even in a single copy, seems to be at the origin of the resistance to 

MPA (Gallagher et al., 1987; Goshorn and Scherer, 1989; Quinn et al., 1990; Köhler et al., 1997; Staib et 

al., 1999_Host ; Staib et al., 2000; Wirsching et al., 2000; Beckerman et al., 2001). Finally, Meyerozyma 

guilliermondii is highly resistant to MPA until 100 µg.mL-1 (Defosse et al., 2016). What is interesting here 

concerning the high resistance to MPA is that M. guilliermondii is not a MPA-producing species contrary to 

P. brevicompactum. Further investigations demonstrated that this yeast possess an additional IMH3.2 gene 

and the presence of a serine at position 251 is responsible for MPA resistance (Defosse et al., 2016). The 

presence of a serine residue may be at the origin of the MPA resistance in fungi as far as P. brevicompactum 

and S. cerevisiae IMPDH resistance genes also present an amino acid substitution by a serine (Jenks and 

Reines, 2005; Sun et al., 2011). However, a threonine insertion is observed in C. albicans IMPDH resistance 

gene (Köhler et al., 2005). These mutations could interfered in the conformation of the binding-site or 

modified the equilibrium between the intermediates conformation of the enzyme (Köhler et al., 2005; Sun 

et al., 2011). 

 Transformation experiments using the IMPDH resistance genes were only reported in yeasts. The 

IMH3 resistance gene from C. albicans was both used as a homologous (Köhler et al., 1997; Staib et al., 

1999; Wirsching et al., 2000; Wirsching et al., 2000; Beckerman et al., 2001; Thei et al., 2002; Du et al., 

2004; Morschhäuser et al.,) and heterologous (Staib et al., 2000; Staib et al., 2001; Wirsching et al., 

2001; Gacser et al., 2005; Kosa et al., 2007) selection marker. In these experiments, C. albicans, C. 

dubliniensis strains were selected with low concentrations of MPA (5, 10 µg.mL-1) wile C. parapsilosis 

necessitated 150 to 200 µg.mL-1 MPA. The IMH3.2 gene from M. guilliermondii was used in heterologous 

transformation of a huge number of yeasts belonging to the CTG clade such as C. auris and Lodderomyces 

elongisporus with 50 µg.mL-1 MPA (Defosse et al., 2016; Defosse et al., 2018), C. albicans, C. dubliniensis, 

C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. tropicalis and Schefferomyces stipitis with 20 µg.mL-1 MPA (Defosse et 

al., 2016). Candida famata was transformed with the IMH3 gene of Debaryomyces hansenii on plates 

containing 15 µg.mL-1 MPA (Dmytruk et al., 2011). Recently, an IMPDH gene from E. coli annoted guaB 

was successfully used in the selection of Yarrowia lipolytica transformed cells with 100 µg.mL-1 MPA 
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(Wagner et al., 2018). A background was sometimes reported in C. albicans transformation (Köhler et al., 

1997; Beckerman et al., 2001; Thei et al., 2002; Du et al., 2004). When mentioned, the integration of the 

MPA resistance gene was always stably integrated (Beckerman et al., 2001; Gacser et al., 2005). 

 Transformation of yeasts and fungal susceptibility to MPA were always done on a minimal medium 

like the Czapeck’s Dox or yeast nitrogen base dextrose without amino acids media for example (Köhler et 

al., 1997; Staib et al., 1999; Staib et al., 2000; Wirsching et al., 2000; Wirsching et al., 2000; Beckerman 

et al., 2001; Staib et al., 2001; Wirsching et al., 2001; Du et al., 2004; Hansen et al., 2012; Morschhäuser 

et al.,; Defosse et al., 2016; Defosse et al., 2018; Wagner et al., 2018). An exception was made for C. 

parapsilosis in which selection was made on the rich YPG medium (Gacser et al., 2005; Kosa et al., 2007). 

MPA is dissolved in water, ethanol or methanol prior its use (Bentley et al., 2000_Mycophenolic ; Köhler et 

al., 1997_Overexpression ; Beckerman et al., 2001; Du et al., 2004; Hansen et al., 2012; Morschhäuser 

et al.; Defosse et al., 2016; Defosse et al., 2018). In addition plates containing the drug were not conserved 

for a long period (Hansen et al., 2012). 

 As a conclusion, MPA is a good selection marker in many yeast species even the resistance genes 

are not small. Indeed the IMH3 resistance gene from C. albicans is approximatively 2,900 bp (Köhler et 

al., 1997) and the IMH3.2 resistance gene from M. guilliermondii is 1,600 bp (Defosse et al., 2016). In 

addition, this drug is very expensive compared to hygromycin B and geneticin. Nevertheless, manipulators 

have to be aware of the MPA cytotoxic effect on cells, more particularly on lymphocytes B and T cells (Engel 

et al., 1982). 

7. Conclusion 

 A large panel of dominant resistance selection markers are available for fungal transformation 

although some drugs have been only described in yeast species or fungal species. The majority of these 

molecules have a bacterial origin. Contrary to auxotrophic markers, these selectable markers have the 

advantage to neither require the generation of an auxotrophic mutant upstream, nor the complementation 

of this mutated strain. 

 Anyhow, it is necessary to evaluate the susceptibility of the working strain prior the construction 

of molecular tools because susceptibility to a drug is strain-dependant. In addition, the medium used in 

transformation strategies may influence the expression of the drug activity according the osmolarity, the 

pH, or the richness of the medium. Finally, it is important to evaluate all the possibilities to choose the 

drug with the better quality/price ratio. 
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Résumé : Les histidine kinases (HKs) représentent 
une vaste famille de protéines impliquées dans la 
perception des signaux environnementaux chez les 
bactéries, les champignons et les plantes. Ces 
protéines joueraient notamment un rôle majeur dans 
l’adaptation aux stresses, mais aussi dans la 
virulence de nombreux micro-organismes procaryotes 
et eucaryotes. Si les HKs sont à présent bien 
connues chez les bactéries et les plantes, tant sur un 
plan structural que fonctionnel, les connaissances 
concernant ces protéines chez les autres clades de 
l’arbre du vivant demeurent plus que fragmentaires. 
C’est ainsi que le premier objectif de ce travail a 
consisté en l’exploration in silico de la structure et de 
la distribution des HKs chez les organismes 
eucaryotes dans le cadre de plusieurs études bio-
informatiques : i) chez les champignons inférieurs, ii) 
chez les levures bourgeonnantes et enfin iii) à travers 
l’ensemble des super-groupes eucaryotes. Les HKs  
n’étant  pas  retrouvées  chez  les  mammifères,  elles 

suscitent depuis quelques années une attention 
particulière de la communauté scientifique en tant 
que nouvelles cibles pour le développment 
d’antimicrobiens. C’est précisément dans ce 
contexte que la partie expérimentale de ce projet a 
été initiée au sein du GEIHP. Cette équipe porte en 
effet ses efforts sur le filamenteux multi-résistant 
Scedosporium apiospermum qui se situe au second 
rang parmi les moisissures capables de coloniser 
chroniquement les poumons des patients atteints de 
mucoviscidose. Ainsi, dans l’optique d’identifier de 
nouvelles cibles thérapeutiques du champignon, la 
seconde partie de ce projet s’est focalisée sur la 
caractérisation fonctionnelle des HKs chez 
Scedosporium apiospermum. En parallèle, cette 
étude nous a également amenés à développer de 
nouveaux outils moléculaires adaptés à S. 
apiospermum en vue de futures études d’imageries 
de fluorescence et de bioluminescence. 
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Abstract : Histidine kinases (HKs) represent a broad 
family of proteins involved in the perception of 
environmental signals in bacteria, fungi and plants. 
These proteins play a major role in stress adaptation, 
but also in the virulence of many prokaryotic and 
eukaryotic microorganisms. Although HKs are now 
well known in bacteria and plants, both structurally 
and functionally, knowledge about these proteins in 
other clades of the living tree remains more than 
fragmentary. Thus the first objective of this work was 
the in silico exploration of the structure and 
distribution of HKs in eukaryotic organisms through 
several bioinformatics studies: i) in the lower fungi, ii) 
in budding yeasts, and finally iii) across all eukaryotic 
supergroups. Since HKs are not found in mammals, 
they  have  been  attracting  attention  in  recent years  

from the scientific community as new targets for the 
development of antimicrobials. It is precisely in this 
context that the experimental part of this project was 
initiated in the GHEIHP. This team is focusing on the 
multi-resistant filamentous Scedosporium 
apiospermum, which ranks second among the molds 
capable of chronycally conolizing the lungs of cystic 
fibrosis patients. Thus, in order to identify new 
therapeutic targets of the fungus, the second part of 
this project focused on the functional 
characterization of HKs in S. apiospermum. In 
parallel, this study also led us to develop new 
molecular tools adapted to S. apiospermum for 
future studies of fluorescence or bioluminescence 
imaging. 
 

 


