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GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor

GH : Glycoside hydrolase

GOX : Glucose oxydase

GST : Glutathion transférase

GT : Glycosyltransférase

HBT : 1-hydroxybenzotriazole

LPMO : Lytic polysaccharide monooxygenase
LRET : Transfert d’électron intramoléculaire a longue distance
MFS : Major Facilitator Superfamily

MIC : Concentration minimale inhibitrice

MOX : Méthanol oxydase

P20 : Pyranose oxydase

PL : Polysaccharide lyase

PPIase : Activité peptidyl-prolyl cis trans isomerase
SEC-MALS : Size exclusion chromatography with multi-angle light scattering
TOR : Target of rapamycin

WT : Wild-type
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INTRODUCTION







Chapitre I : Diversité des modes trophiques chez les champignons

1. Introduction générale sur les champignons

Le régne fongique regroupe plus d’un million d’espéces. Ce sont des organismes eucaryotes dépourvus
de chloroplastes et ainsi hétérotrophes vis-a-vis du carbone. Ils accédent aux nutriments carbonés
notamment a partir des végétaux selon différents types trophiques: symbiotiques, pathogénes et
saprotrophes qui se différencient par le mode d’acquisition des nutriments que les champignons utilisent
pour se développer. La symbiose est une association bénéfique et durable entre deux organismes
hétérospécifiques. Parmi les symbioses élaborées avec des organismes photosynthétiques, on retrouve
les mycorhizes qui correspondent a 1’association entre des champignons et les racines de plantes. Les
champignons mycorhiziens sont divisés en deux classes majeures (les ectomycorhizes et les
endomycorhizes) selon des critéres morphologiques et différent notamment dans leur mode de
colonisation des racines des végétaux. Les hyphes des champignons ectomycorhiziens forment un
manteau autour des racines et pénétrent entre les cellules du cortex racinaire pour construire le réseau
de Hartig tandis que les hyphes des champignons endomycorhiziens pénétrent a I’intérieur des cellules
racinaires. Dans les deux cas, cette association permet aux champignons d’acquérir des composés
carbonés issus des photosynthétats de la plante, et aux plantes des éléments minéraux via un échange
réciproque qui est bénéfique aux deux organismes. Les champignons pathogénes quant a eux, sont des
organismes capables de prélever la matieére organique d’un hote (ex : végétaux, animaux) et peuvent
provoquer des maladies entrainant la mort de 1’h6te. Dans le cas d’hotes végétaux, les champignons sont
dits phytopathogénes et sont divisés en 3 groupes fonctionnels selon le mode de colonisation utilisé : les
champignons nécrotrophes qui tuent les cellules végétales avant colonisation, biotrophes qui colonisent
des tissus vivants et hémi-biotrophes qui présentent une phase biotrophe puis nécrotrophe. Enfin, les
champignons saprotrophes sont caractérisés par leur capacité a dégrader et a se développer sur de la
matiére organique morte ou en décomposition. Ces champignons sont classés en plusieurs catégories
selon la nature de leur substrat tels que les champignons décomposeurs de litiére, les champignons
coprophiles et les champignons dégradeurs de bois. De par leurs activités de décomposition au sein des
écosystémes, les champignons saprotrophes sont des acteurs clés dans le recyclage de la matiére

organique et dans les cycles biogéochimiques du carbone et de 1’azote.

La classification phylogénétique des champignons se compose de 5 divisions majeures : les
Chytridiomycétes, les Gloméromycétes, les Zygomycétes, les Ascomycétes, et les Basidiomycétes.
Cependant, la phylogénie des organismes ne définit pas automatiquement leur mode trophique. Par

exemple, la sous-division des Agaricomycetes appartenant a la division des Basidiomycetes inclue des
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espéces fongiques saprotrophes (ex : Phanerochaete chrysosporium) mais également pathogénes et

symbiotiques (ex : Laccaria bicolor, Moniliophthora roreri) (Grigoriev et al., 2014).

2. Les champignons dégradeurs de bois

Les champignons dégradeurs de bois sont généralement divisés en trois classes : les champignons de
pourriture blanche, les champignons de pourriture brune et les champignons de pourriture molle. Cette
classification a été définie en fonction de ’aspect du bois apres colonisation fongique, cependant,
I’obtention de données génomiques ne supporte plus cette classification (Riley et al., 2014). Par
exemple, les champignons de pourriture blanche et brune sont différenciés par leur capacité a minéraliser
ou modifier les polyméres de lignine. Cette différence s’explique notamment par la présence de
peroxydase de type Il ainsi qu’un nombre plus important de génes codant pour des enzymes impliquées
dans la dégradation de la cellulose crystalline (Tableau 1) (Riley et al., 2014; Rytioja et al., 2014).
Néanmoins, les especes Botryobasidium botryosum et Jaapia argillacea, décrites comme des pourritures
blanches di a leur capacité a dégrader la lignine ne contiennent pas de génes codant pour des
peroxydases de type Il dans leur génome (Tableau 1). Les auteurs suggérent ainsi de conserver le terme
« champignons de pourriture blanche » pour les champignons dégradant tous les composés du bois et
possédant dans leurs génomes des génes codant pour des peroxydases de type Il et des enzymes

impliquées dans la dégradation de la cellulose crystalline (Riley ef al., 2014).
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Tableau 1. Représentation des différences génomiques des caractéres liés a la dégradation du bois
entre les champignons de pourriture blanche et brune ainsi que deux espéces définies comme
pourriture grise. Les différences génomiques concernent principalement 6 familles d’enzymes, dont 5
impliquées dans la dégradation de la cellulose crystalline (CBM1, GH6, GH7, AA3 1 et AA9)et 1 dans
la dégradation de la lignine (POD). Les noms complets des abréviations utilisées pour les familles de
CAZymes sont les suivants : CBM1 (Carbohydrate-binding module family 1), GH6 (Glycoside
hydrolase family 6), GH7 (Glycoside hydrolase family 7), AA3 1 (Cellobiose dehydrogenase) AA9
(Lytic polysaccharide monooxygenase), POD (Peroxydase de type II). Le nombre de génes identifié
pour chaque espece fongique est coloré avec une gamme de rouge afin de contraster les différences entre
les types de pourriture. Les noms complets des abréviations utilisées pour les espéces fongiques sont les
suivants : Ad (Awricularia delicata); Bb (Botryobasidium botryosum); Cs (Ceriporiopsis
subvermispora); Cp (Coniophora puteana); D sp. (Dacryopinax sp.); Ds (Dichomitus squalens); Fm
(Fomitiporia mediterranea); Fp (Fomitopsis pinicola); Gt (Gloeophyllum trabeum); Ja (Jaapia
argillacea); Pc (Phanerochaete chrysosporium); Po (Pleurotus ostreatus); Pp (Postia placenta); Ps
(Punctularia strigosozonata); Sl (Serpula lacrymans); Sh (Stereum hirsutum); Tv (Trametes versicolor);
We (Wolfiporia cocos) (adapté de Riley et al. 2014; Rytioja et al. 2014).

. Pourriture .
Pourriture blanche e Pourriture brune

CAZymes | Ad Cs Ds Fm Pc Po Ps Sh Tv Bb Ja

cem1 6 2 1 0 1 0 8 0
GH6 2 1 1 2 1 3 1 1 1 13 3 2 0 0 0 0 i, 0
GH7 8 3 4 2 9 5 B 4 7 5 2 0 0 0 0 0 0
AA9 g 13 14 10 0 4 4 2 5 2

AA3_1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2 0 0 1 0 2 0

POD E 12 9 10 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T T e -

2.1 Les champignons de pourriture blanche

Les champignons de pourriture blanche représentent plus de 90% des Basidiomycétes dégradeurs de
bois et sont communément retrouvés sur les bois de feuillus en comparaison aux coniféres (Gilbertson,
1980). Ils sont caractérisés par leur capacité a dégrader les trois composants majeurs du bois tels que la
cellulose, les hémicelluloses et la lignine (Blanchette, 1991). La dégradation de ces trois composés

résulte ainsi en une couleur blanchatre du bois ce qui a donné son nom a ces agents de pourriture (Fig.

1.
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Figure 1. Apparence du bois attaqué par un champignon de pourriture blanche (P. chrysosporium)
(Malviya, 2012).

Deux modes de dégradation ont été décrits chez ces champignons et impliquent une stratégie de
dégradation dite simultanée ou sélective (Fig. 2). Bien qu’une majorité ait été¢ décrite avec un mode de
dégradation simultané de la cellulose, des hémicelluloses et de la lignine (P. chrysosporium), un mode
de dégradation sélectif et préférentiel pour la lignine est également reporté (Ceriporiopsis

subvermispora et Phlebia radiata) (Ander et Eriksson, 1977; Guerra ef al., 2003).

Figure 2. Dégradation du bois par des champignons de pourriture blanche via une stratégie de
dégradation dite simultanée (A et B) ou sélective (C et D). (A et B) Erosion de toutes les couches de
la paroi végétale incluant la lamelle moyenne. (C et D) Dégradation de la lignine au niveau de la paroi
secondaire par délignification sélective. Aprés dégradation, les parois secondaires subsistent et sont
riches en cellulose. Les cellules sont séparées des cellules adjacentes di a I’absence de lamelle moyenne
(Akhtar et al., 1997).
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Les champignons de pourriture blanche sont caractérisés notamment par la présence de génes codant
des peroxydases de type II, enzymes capables de dégrader des composés aromatiques complexes tels
que la lignine et des colorants industriels. Ces enzymes présentent ainsi un intérét industriel important
dans différents secteurs tels que la production de biocarburants et la détoxication de polluants (ex :

colorants industriels) (Asgher et al., 2008; Kamei, 2020).

2.2 Les champignons de pourriture brune

Les champignons de pourriture brune représentent seulement 6% des Basidiomycétes dégradeurs de
bois et sont prépondérants au sein des écosystémes de coniferes (Gilbertson, 1980; Hibbett et Donoghue,
2001). La dégradation du bois par ces champignons se caractérise par la formation de résidus cubiques
de couleur brune reflétant un faible contenu en sucres et une forte présence de lignine modifiée (Eriksson

et al., 1990) (Fig. 3).

Figure 3. Apparence du bois attaqué par un champignon de pourriture brune (Goodell, 2020).

11 a été suggéré que les champignons de pourriture brune descendent d’un ancétre commun appartenant
aux champignons de pourriture blanche (Floudas et al., 2012). En effet, ils ont perdu un ensemble
d’enzymes clés impliquées dans la dégradation de la biomasse lignocellulosique (ex : peroxydase de
type II) en comparaison aux champignons de pourriture blanche (Eastwood et al., 2011; Floudas et al.,
2012; Martinez et al., 2009). IlIs utilisent ainsi des mécanismes alternatifs moins coliteux en énergie qui
leur permettent de dégrader les polysaccharides présents dans le bois tout en contournant le probléme

posé par la dégradation de la lignine (Fig. 4).
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Figure 4. Dégradation du bois par des champignons de pourriture brune. (A et B) La dégradation
des polymeéres de cellulose conduit a I’agrégation et la distorsion des parois végétales (Blanchette, 2000).

L’initiation de la dégradation a lieu au sein de la couche interne de la paroi cellulaire nommée S2 et
suggere la sécrétion d’agents de diffusion plus petits que les enzymes impliquées dans la dégradation de
la lignocellulose. Les champignons de pourriture brune sécrétent des molécules d’oxalate qui permettent
d’acidifier le pH environnant et de chélater le fer ferrique. Les complexes oxalate-fer ferrique sont alors
réduits par d’autres composés sécrétés par les champignons (2,5-diméthoxyhydroquinone et 4,5-
diméthoxycatéchol) ce qui permet I’initiation de la réaction de Fenton. Cette derniére permet ainsi la
génération de radicaux hydroxyls hautement réactifs qui sont impliqués dans la dépolymérisation de la

cellulose et 1a modification des polymeéres de lignine (Fig. 5) (Arantes et al., 2012).

ﬁnen (oH ~2) } Paroi (pH ~4,5)
H,0, —* H,0, +Fe* — Fe*+HO+

(‘ 2,5-DMBQ /

2,5-DMHQ

Sécrétion

Oxa Destruction
et oxydation
de la lignocellulose

/

/-\ Fe3*

Fe3* Oxa
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Figure 5. Mécanisme employé par les champignons de pourriture brune pour dégrader la
lignocellulose. Les champignons sécrétent du peroxyde d’hydrogéne (H20-), des composés réducteurs
(ex : 2,5-DMHQ) et des molécules d’oxalate. Les ions Fe** sont chélatés par les molécules d’oxalate et
réduits par des composés réducteurs (e.g 2,5-DMHQ). Ces réactions permettent de générer des ions Fe?*
et ainsi d’initier la réaction de Fenton qui aboutit a la production de radicaux hydroxyls. Ces radicaux

vont attaquer et oxyder les différents composants de la lignocellulose. Les noms complets des
abréviations utilisées sont les suivants : Oxa (molécule d’oxalate); C.W (paroi); Sptz. (spitzenkérper);
2,5-DMHQ (2,5-dimethoxyhydroquinone); 2,5-DMBQ (2,5-dimethoxy-1,4-benzoquinone) (adapté de
Arantes et al., 2012).
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2.3 Les champignons de pourriture molle

Les champignons de pourriture molle, identifiés comme tels a ce jour, appartiennent a la division des
Ascomycetes a la différence des champignons de pourriture brune et blanche qui sont majoritairement
des Basidiomycétes. Il existe plusieurs exceptions comme par exemple I’espece Xylaria hypoxylon qui
est responsable d’une forme de pourriture blanche du bois et qui appartient a la division des
Ascomycetes qui constitue le groupe le plus divers des champignons (Grigoriev et al., 2014). Les
champignons de pourriture molle sont principalement retrouvés sur des bois de feuillus dans des
environnements humides. En fonction de leur mode d’action lors de la dégradation du bois, deux types
de pourriture molle sont représentés et notés types I et II. Le type I se caractérise par la formation de
cavités cylindriques au sein de la paroi secondaire alors que le type Il engendre une érosion de la paroi
secondaire (Fig. 6) (Corbett, 1965). Ces champignons sont caractérisés par leur capacité a dégrader la
cellulose et les hémicelluloses. Bien qu’ils soient décrits pour simplement modifier la lignine, plusieurs
études ont démontré la capacité de certains Ascomyceétes (sous division des Pezizomycotina) a modifier
et minéraliser la lignine (Ferrari et al., 2021). Par exemple, des essais de minéralisation de lignine, de
polymeéres synthétiques et de monomeéres phénoliques marqués au C14 ont montré la capacité des
especes Chaetomium piluliferum et Preussia fleishhakii a minéraliser ces composés en CO» (Haider et

Trojanowski, 1975).

Figure 6. Dégradation du bois par des champignons de pourriture molle. (A) Attaque de type I
provoquant la formation de cavités cylindriques au sein de la paroi secondaire. (B) Attaque de type II
provoquant une érosion de la paroi secondaire sans dégradation de la lamelle moyenne (Blanchette,
2000).

Les espéces appartenant a la division des Ascomycétes ont été particuliérement étudiées di a la présence
de nombreux pathogeénes responsables de maladies chez I’homme et de destruction de cultures agricoles.
Dans le cadre de I’utilisation de la biomasse lignocellulosique, les souches d’ Aspergillus (ex : A. niger)
et Trichoderma reesei constituent des acteurs majeurs en industrie pour la production de biocarburants

da a leur bonne capacité de fermentation et leur haute capacité de sécrétion d’enzymes cellulolytiques
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(Berka et al., 1991; Durand et al., 1988). Ces champignons sont utilisés également dans de nombreux
domaines incluant les industries alimentaires, papetiéres, textiles et aussi en tant qu’organisme hote pour
la production de protéine hétérologue (Li et al., 2020; Sun et al., 2022). Outre leur utilisation industrielle,
ces champignons constituent des organismes modeles, incluant 1’espéce Neurospora crassa, pour
étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la dégradation de la biomasse
lignocellulosique (Znameroski et Glass, 2013). En effet, les Ascomycetes constituent des modeles
importants pour 1’étude de la dégradation de la biomasse de par les outils génétiques qui ont été
développés. Par exemple, une collection de souches de délétion du génome de N. crassa est disponible.
Son utilisation a ainsi permis d’identifier des acteurs moléculaires impliqués dans [’utilisation et la
dégradation de la cellulose via un criblage de mutants exposant un phénotype altéré en présence de
cellulose (Coradetti et al., 2012; Znameroski et Glass, 2013). En ce sens, les Basidiomycétes sont
largement moins étudiés que les Ascomycetes d’un point de vue fonctionnel dii au faible développement
d’outils génétiques. Le développement d’outils génétiques adaptés aux Basidiomycétes permettrait
d’obtenir davantage d’informations sur les mécanismes impliqués dans la dégradation de la
lignocellulose et pourrait permettre ainsi des progrés majeurs dans divers secteurs industriels (Rytioja

etal.,2014).
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Chapitre II: Meécanismes de dégradation et utilisation des

polysaccharides du bois par les champignons

1. Anatomie et structure d’un substrat complexe a dégrader : le bois

Le bois assure deux fonctions majeures chez 1’arbre qui sont la conduction de la séve brute des racines
vers les feuilles et I’apport d’un soutien mécanique a la structure de la plante. La production de bois est
apparue chez les Spermaphytes (plantes a graines) au sein de deux sous-embranchements majeurs, les
Gymnospermes (ex : les coniféres) et les Angiospermes (ex : les plantes a fleurs). Ces deux sous
embranchements présentent une anatomie du bois différente. Le bois est dit homoxylé chez les
Gymnospermes. Les fibres trachéides ont un role de soutien et de conduction de la séve. Le bois est dit
hétéroxylé chez les Angiospermes. Les fibres trachéides ont un role de soutien et les vaisseaux
conducteurs ont un réle de conduction. Néanmoins, les cellules du bois présentent une paroi épaisse
lignifiée que ce soit chez les Gymnospermes ou les Angiospermes. Aprés maturation, les fibres
trachéides et les vaisseaux perdent leur contenu cytoplasmique ce qui conduit a la présence de cellules
mortes caractérisées par une paroi et un espace apoplastique au sein du bois. La paroi des cellules du
bois se compose de 3 couches, a savoir la lamelle moyenne, la paroi primaire et la paroi secondaire
(Rytioja ef al., 2014). La lamelle moyenne permet d’associer les cellules entre elles et est constituée
principalement de pectine. La paroi primaire apparait lors de la formation des cellules aprées division de
la cellule mére. Elle est constituée de microfibrilles de cellulose mises en place lors de la croissance des
cellules et devient fortement lignifiée apres différenciation de ces cellules. Enfin, la paroi secondaire se
forme lorsque les cellules ne sont plus en croissance et se compose de 3 couches nommées S1, S2 et S3

(Fig. 7) (Rytioja et al., 2014).
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Figure 7. Structure et composition de la paroi des cellules végétales. (A) Structure de la paroi des
cellules végétales (lamelle moyenne, paroi primaire et paroi secondaire). Principaux polymeres
retrouvés au sein des parois primaires (B) et secondaires (C). La lignine n’est pas représentée au sein de
la paroi primaire dii & des compositions variées selon les especes végétales (B) (adapté de Rytioja et al.
2014).

La biomasse lignocellulosique se compose de 3 polysaccharides majeurs que sont la cellulose, les
hémicelluloses et la pectine, et de composés aromatiques sous la forme de polymeéres de lignine ou
d’extractibles. De par la complexité de ce substrat, les champignons dégradeurs de bois requi€rent un
arsenal d’enzymes pour le dégrader efficacement. Ces enzymes ont été répertoriées sous le nom de
carbohydrate-active enzymes (CAZymes) et sont classifiées en plusieurs familles au sein de la base de
données « CAZy » en fonction de leur séquence en acides aminés et de leur similarité structurale

(http://www.cazy.org/) (Drula et al., 2022). Les CAZymes sont représentées par 5 familles : les

glycoside hydrolases (GHs), les carbohydrate estérases (CEs), les polysaccharide lyases (PLs), les
glycosyltransférases (GTs), et des enzymes avec des activités auxiliaires (AA) (Tableau 2) (Cantarel et
al., 2009; Levasseur ef al., 2013; Lombard et al., 2014). A I’instar des champignons ectomycorhiziens
et pathogenes biotrophes qui possédent un nombre réduit de genes codant pour des CAZymes, les
champignons saprotrophes et en particulier dégradeurs de bois présentent une grande diversité de ces
enzymes (Hage et Rosso, 2021; Zhao ef al., 2013). Chez les champignons symbiotiques, cette réduction
du nombre de genes s’explique par le réle des CAZymes, limité au remodelage des parois végétales et
fongiques lors de 1’établissement de la structure symbiotique (Zuccaro et al., 2011). Dans le cas des
champignons pathogenes, cette réduction du nombre de CAZymes permet de réduire les dommages
causés aux parois des cellules végétales, limitant ainsi la mise en place de réponse immunitaire par la

plante lors de I’infection (Kamper ef al., 2006).
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Tableau 2. Répertoire des CAZymes fongiques impliquées dans la dégradation des différents

polysaccharides du bois (adapté de Hage et Rosso, 2021).
Superfamille de Famille et sous-famille
Polysaccharide Activité enzymatique
CAZymes de CAZymes
GH5.,4, GHS 5, GH12,
Endoglucanase
GH45,GH74, GH131
) ) GH6, GH7, GH5 1,
Glycoside Hydrolases Cellobiohydrolase
Cellulose GH48
) GH1, GH3, GH30 1,
B-glucosidase
GHS 7, GHS 22
Auxiliary Activities | Lytic polysaccharide monooxygenase AA9, AA16
GHS 22, GH8, GH10,
Endo-1,4-B-xylanase
GH11, GH30 7
xyloglucanase GH74, GH44
GHS 1, GHS 7, GH26,
Endo-B-1,4-mannanase
GH113, GH134
Endo-a-1,5-arabinanase GHO93
B-1,3-glucanase GHI16
GH43, GH51, GH54,
a-L-arabinofuranosidase
Glycoside Hydrolases GH62
B-Glucuronidase GHI115, GH2
a-1,2-glucuronidase GH67, GH115
Hémicellulose -
B-mannosidase GH2, GHS 2
B-Galactosidase GH35, GH53
a-Galactosidase GH27, GH36
) GHS52, GH54, GH120,
B-xylosidase
GH30 1, GH39
a-L-fucosidase GH29, GH95, GH141
CE1, CE2, CE3, CE4,
Carbohydrate Acetylxylan esterase
CE6, CE16
Esterases
Cutinase CE5
Glucuronyl methyl esterase CEI5
Auxiliary Activities
Lytic polysaccharide monooxygenase AAl4
Polygalacturonases GH28, GH78
Glycoside Hydrolases B-glucuronyl hydrolase GHB8S8, GH105
o-L-rhamnosidase GH78, GH106
Pectine Polysaccharide Polygalacturonate lyase PL1, PL3, PL9
Lyases Rhamnogalacturonan lyase PL4,PL11, PL26
Carbohydrate Rhamnogalacturonan acetylesterase CE12
Esterases Pectin methylesterase CES8
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2. Dégradation de la cellulose

2.1 Structure de la cellulose

La cellulose constitue la molécule organique la plus abondante sur terre et le composé majeur des parois
des cellules végétales (40 a 50 % du poids sec du bois) (Pettersen, 1984). Ce polysaccharide est retrouvé
au sein de la paroi primaire et secondaire des cellules végétales et lui confére sa structure rigide
(Sjostrom, 1993). Il s’agit d’un polymere de glucane composé d’unités D-glucopyranose (CsH702(OH)3)
qui sont assemblées entre elles par des liaisons p-1,4-glucosidiques. L’unité de base de la cellulose est
une molécule de cellobiose qui est définie par deux unités D-glucopyranose (Fig. 8A). La cellulose
présente de nombreux groupements hydroxyles qui sont impliqués dans la formation de liaisons
hydrogéne intramoléculaires au sein d’une méme chaine de cellulose et de liaisons hydrogene
intermoléculaires entre deux chaines de cellulose (Fig. 8B) (Hallac et Ragauskas, 2011). Ces liaisons
hydrogéne permettent ainsi la formation de microfibrilles de cellulose qui présentent des régions
hautement ordonnées (dites cristallines) et des régions désordonnées (dites amorphes) (Fig. 8C). Ces
longues chaines de cellulose sont étroitement liées entre elles au sein des microfibrilles et sont liées par
des liaisons hydrogéne aux hémicelluloses au sein des parois des cellules végétales (Lynd ef al., 2002).
Le nombre de molécules de cellulose composant une microfibrille, I’organisation de ces microfibrilles
les unes par rapport aux autres, et I’organisation des régions cristallines par rapport aux régions

amorphes, dépend du tissu, des conditions de culture et de I’espéce considérée.
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Figure 8. Structure des chaines de cellulose. (A) Structure chimique de la cellulose. (B) Liaisons
hydrogéne intra et inter-moléculaires impliquées dans les chaines de cellulose. (C) Représentation
schématique des régions crystallines et amorphes composant les chaines de cellulose (Dassanayake et
al., 2018).

2.2 Meécanismes de dégradation des polysaccharides de cellulose

La dégradation des polysaccharides de cellulose a lieu par I’action de plusieurs cellulases. Ces enzymes

sont répertoriées au sein de la famille des glycosides hydrolases (http://www.cazy.org/) et divisées en

trois classes en fonction de leur activité enzymatique : les endoglucanases, les exoglucanases et les -

glucosidases (Lynd et al., 2002).

Les endoglucanases hydrolysent les liaisons [-1,4-glucosidiques au niveau des régions
amorphes des chaines de cellulose (Fig. 9). Ces enzymes sont également appelées
carboxymethylcellulases car elles sont actives sur un substrat synthétique nommé
carboxyméthylcellulose (Dashtban ef al., 2009). Les enzymes présentant ces activités ont été
répertoriées dans les familles GH5,4, GHS 5, GH12, GH45, GH74 et GH131 (Tableau 2) (Hage et
Rosso, 2021).

Les exoglucanases, appelées également cellobiohydrolases, hydrolysent des unités de cellobiose

a partir des extrémités réductrices et non réductrices des chaines de cellulose (Fig. 9). Les enzymes

29


http://www.cazy.org/

présentant ces activités ont été répertoriées dans les familles GH6, GH7, GH5 1 et GH48 (Tableau 2)
(Hage et Rosso, 2021).

Enfin, les B-glucosidases permettent I’hydrolyse des oligosaccharides libérés (ex : cellobiose)
en glucose (Fig. 9). Les enzymes présentant ces activités ont été répertoriées dans les familles GH1,

GH3, GH30 1, GH5_7 et GH5_ 22 (Tableau 2) (Hage et Rosso, 2021).

En complément de ce set d’enzymes hydrolytiques (glycosides hydrolases), les champignons dégradeurs
de bois utilisent des processus oxydatifs pour dégrader les polysaccharides de cellulose. Ces processus
oxydatifs sont assurés par les cellobiose dehydrogenases (CDHs) et les lytic polysaccharide

monooxygenases (LPMOs).

== Région == Région == Région Se—
crystalline amorphe crystalline

CBH II : Cellobiohydrolase (clive des unités de cellobiose a partir des extrémités non réductrices)
CDH : Cellobiose dehydrogenase ; LPMO : Lytic polysaccharide monooxygenase
EG : Endoglucanase ; : B-glucosidase
: Cellobiohydrolase (clive des unités de cellobiose a partir des extrémités réductrices)
NR : Extrémité non réductrice des chaines de cellulose
R : Extrémité réductrice des chaines de cellulose.

D-glucose Q

Cellobiose - %
Cellotriose M.

Figure 9. Mécanisme d’action des enzymes impliquées dans la dégradation des polyméres de
cellulose (régions amorphes et crystallines) (adapté de Andlar et al. 2018).

Les CDHs (AAS8, AA3 1) sont des enzymes extracellulaires composées de deux domaines dont
un est capable de fixer la flavine adénine dinucléotide (FAD) et le second contient un héme (Tableau

1). Les premic¢res CDHs ont ét¢ identifiées chez les champignons de pourriture blanche
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P. chrysosporium et Trametes versicolor (Bao et al., 1993; Roy et al., 1996). Les génes codant ces
enzymes sont retrouvés dans le génome des champignons de pourriture blanche et molle, mais ne sont
pas conservés chez une partie des champignons de pourriture brune (Dimarogona et al., 2012). Les
CDHs sont capables d’oxyder des produits issus de la dégradation de la cellulose (ex : cellobiose,
cellodextrines, lactose) par la réduction d’une large gamme de substrats comme des quinones, des
radicaux organiques et des ions métalliques (Fe**, Cu*") (Henriksson et al., 2000). Les produits oxydés
sont cependant variables selon les especes fongiques. Par exemple, la CDH de P. chrysosporium est
capable d’oxyder le cellobiose, les cellodextrines, le lactose, le mannobiose, et le galactosylmannose
alors que la CDH de Irpex lacteus oxyde uniquement le cellobiose et les cellodextrines (Hai et al., 2000;

Henriksson et al., 2000).

Les LPMOs (AA9, AA16) sont des monooxygénases a cuivre capables d’oxyder directement
les chaines de cellulose ce qui permet le clivage des liaisons glycosidiques (Fig. 10) (Tableau 1) (Vu et
al., 2014). Elles sont retrouvées dans la plupart des génomes d’ Ascomycétes et de Basidiomycétes dont
les pourritures blanches et brunes. Ces enzymes peuvent &tre classées en trois catégories sur la base de
leur similarité de séquence et leur activité sur les chaines de cellulose (Vu et al., 2014). Les LPMOs de
type 1 oxydent les unités de glucose en position C-1 ce qui permet la formation d’acides aldoniques au
niveau des extrémités réductrices des chaines de cellulose. Les LPMOs de type 2 oxydent les unités de
glucose en position C-4 ce qui engendre la formation d’hexose avec un groupement cétone au niveau
des extrémités non réductrices de la cellulose. Enfin, les LPMOs de type 3 ne sont pas spécifiques et
sont capables d’oxyder les unités de glucose a ces deux positions (Fig. 10). Une action synergique entre
les LPMOs et les CDHs a été identifiée et a permis de montrer le réle des CDHs comme donneur

d’¢électrons pour les LPMOs (Fig. 9) (Langston et al., 2011; Phillips ef al., 2011).
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Figure 10. Mécanisme de dégradation oxydatif des polyméres de cellulose par ’action des LPMOs.
Clivage des liaisons glucosidiques par hydroxylation des unités glucose aux positions C1 et C4 et
formation des produits correspondants (adapté de Vu et al. 2014).
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Chez les champignons de pourriture blanche et molle, la dégradation des polysaccharides implique
I’action combinée de processus hydrolytiques et oxydatifs. Des études de protéomique chez N. crassa,
A. nidulans, et P. chrysosporium ont permis de mettre en avant un ensemble de protéines clé hautement
conserve entre ces organismes fongiques (Znameroski et Glass, 2013). Ce set de protéines comprend
trois cellulases, une B-glucosidase, et une CDH sécrétées en présence de biomasse lignocellulosique
(Tableau 3) (Adav et al., 2012; Jun et al, 2011; Phillips et al., 2011; Saykhedkar et al., 2012;
Znameroski et Glass, 2013).

Tableau 3. Identification de plusieurs cellulases conservées dans le sécrétome de N. crassa, A.
nidulans et P. chrysosporium en réponse a des substrats lignocellulosiques (adapté de Znameroski
et al. 2012).

Annotation chez Identification dans le sécrétome
Fonction
N. crassa N. crassa A. nidulans P. chrysosporium
GH5-1 + + +
Endoglucanase GH7-1 + + +
GHo6-3 + ND +
. CBH-1 + + +
Cellobiohydrolase
GH6-2 + - -
B-glucosidase GH3-4 + + +
Cellobiose
CDH-1 + + +
dehydrogenase

Bien que des LPMOs aient été identifiées dans le sécrétome de N. crassa, aucun orthologue n’a été
identifi¢ pour P. chrysosporium dans cette ¢tude. Cependant, la présence de ces enzymes chez P.
chrysosporium a été montrée dans d’autres études de protéomique en réponse a un substrat
lignocellulosique (Machado et al., 2020). Les champignons de pourriture brune utilisent des mécanismes
différents pour dégrader les polymeéres de cellulose. En effet, une réduction du nombre de génes codant
pour les cellobiohydrolases (GH6, GH7), les LPMOs (AA9) et les CDHs (AA3 1 et AAS) a été mise
en évidence chez les champignons de pourriture brune avec cependant plusieurs exceptions pour des
especes appartenant a I’ordre des Bolétales (e.g Serpula lacrymans et Coniophora puteana) (Tableau 1)
(Martinez et al., 2009; Rytioja et al., 2014; Schmidhalter et Canevascini, 1993). Ces différences
suggerent que les champignons de pourriture brune dégradent la cellulose et les hémicelluloses grace a
la sécrétion d’un ensemble réduit de CAZymes et utilisent une stratégie non enzymatique basée sur la
production d’oxydants hautement réactifs. Ces oxydants sont notamment générés par la réaction de
Fenton qui permet la production de radicaux hydroxyles (Fig. 5) (Eastwood et al., 2011; Hatakka et
Hammel, 2011; Martinez et al., 2009).
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3. Dégradation des hémicelluloses

3.1 Structure des hémicelluloses

Les hémicelluloses constituent le deuxieme composé majeur des parois des cellules végétales et
représentent généralement entre 25 et 35 % du poids sec du bois (Pettersen, 1984). Elles sont retrouvées
au sein de la paroi primaire et secondaire des cellules végétales et ont pour rdle de soutenir la structure
des microfibrilles de cellulose. Ces polymeéres forment des liaisons hydrogene avec les microfibrilles de
cellulose et des liaisons covalentes avec le polymeére de lignine ce qui confere une stabilité a la paroi des
cellules végétales. Les hémicelluloses sont hétérogenes et ramifiées et peuvent étre composées de
pentoses (B-D-xylose, a-L-arabinose, a-L-arabifuranose), hexoses (-D-mannose, -D-glucose, a-D-
galactose) et/ou d’acides uroniques (acides a-D-glucuronique, a-D-4-O-methylgalacturonique et a-D-
galacturonique). D’autres sucres peuvent étre retrouvés en faible quantité (ex : a-L-rhamnose and a-L-
fucose) et les groupements hydroxyles présents sur ces sucres peuvent tre substitués partiellement par

des groupements acétyls (Fig. 11) (Girio et al., 2010; Pereira et al., 2004).
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Figure 11. Composés retrouvés au sein des polymeéres d’hémicelluloses (adapté de Pereira et al.,
2004).
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Les hémicelluloses du bois peuvent étre divisées en 3 groupes tels que les hémicelluloses de type xylane,
xyloglucane et galactomannane (Fig. 12). Chaque type d’hémicellulose comprend également des sous

classes qui sont définies en fonction de la structure du squelette et/ou des résidus qui y sont attachés.
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Figure 12. Représentation schématique des structures des hémicelluloses de type xylane,
galactomannane et xyloglucane (adapté de Glass ef al. 2013).

3.2 Mécanismes de dégradation des polysaccharides d’hémicellulose

3.2.1 Répertoire enzymatique

La dégradation des hémicelluloses implique des enzymes responsables de I’hydrolyse du squelette du
polymeére et des enzymes de débranchement responsables de 1’hydrolyse des chaines latérales des
hémicelluloses (de Vries et Visser, 2001; van den Brink et de Vries, 2011). Un ensemble de CAZymes
spécifique a été associé au squelette constituant le polymére des hémicelluloses (Fig. 13) (de Vries et
Visser, 2001; van den Brink et de Vries, 2011).
- Lepolymére de xylane est dégradé par I’action de B-1,4-endoxylanases (GH10, GH11) et B-1,4-
xylosidases.
- Le polymére de xyloglucane est dégradé par 1’action de -1,4-endoglucanases (GH12, GH74)
et B-1,4-glucosidases.
- Le polymere de galactomannane est dégradé par I’action de B-1,4-endomannanases (GHS,

GH26) et B-1,4-mannosidases (GH2).

Les résidus attachés aux squelettes de xylane, galactomannane et xyloglucane peuvent étre de diverses
natures et requiérent ainsi la présence d’un arsenal d’enzymes spécialisées dans la dégradation de ces

résidus (Fig. 13) (van den Brink et de Vries, 2011).
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Les résidus L-Arabinose sont retrouvés sur les polymeres de xyloglucane et arabinoxylane. Ces
résidus sont hydrolysés par des a-arabinofuranosidases (GHS51 et GH54) et des arabinoxylan
arabinofuranohydrolases (Gielkens ef al., 1997; Ravanal et al., 2010).

Les résidus D-Xylose (liaisons o)) sont retrouvés sur les polymeéres de xyloglucane et hydrolysés
par des a-xylosidases (GH31) (van den Brink et de Vries, 2011).

Les résidus L-Fucose sont retrouvés au sein des polymeres de xyloglucane et sont hydrolysés
par des a-fucosidases (GH29 et GH95) (van den Brink et de Vries, 2011).

Les résidus D-galactose (liaisons o) sont retrouvés sur les polymeéres de xylane et
galactomannane et sont hydrolysés par des a-galactosidases (GH27 et GH36) (van den Brink et
de Vries, 2011).

Les résidus d’acide D-glucuronique sont retrouvés au sein des polyméres de xylane et sont
hydrolysés par I’action des a-glucuronidases (GH67 et GH115) (Ryabova et al., 2009).

Des résidus acétyl sont retrouvés sur les polyméres de xylane et sont hydrolysés par des
acetylxylan esterases (CE1, CE4, CES5 et CE16) (Biely et al., 2011).

Des acides féruliques et p-coumarique sont ¢galement présents au sein des polymeéres de xylane
et sont hydrolysés par des feruloyl et p-coumaroyl esterases respectivement (McCrae et al.,

1994).
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Figure 13. Mécanisme d’action des CAZymes impliquées dans la dégradation des hémicelluloses.
(A) Dégradation des hémicelluloses de type xylane. (B) Dégradation des hémicelluloses de type
xyloglucane. (C) Dégradation des hémicelluloses de type galactomannane (adapté de Glass et al. 2013).

Par ailleurs, la participation des CDHs et LPMOs a la dégradation des polyméres d’hémicellulose a été
observée chez les champignons de pourriture blanche et molle. En effet, les CDHs sont capables
d’accepter des électrons de différents oligosaccharides incluant des xylosaccharides. Chez P.
chrysosporium, la coproduction de CDH et LPMO a été détectée en réponse a la cellulose et au xylane
(Hori et al., 2011). De plus, le clivage de xyloglucane, -glucane et glucomannane a été démontré avec
la LPMO9C provenant du champignon N. crassa en présence d’un réducteur, I’acide ascorbique (Agger
et al., 2014). Cela suggéere que ces enzymes sont impliquées a la fois dans la dégradation de la cellulose

et des hémicelluloses au sein de la biomasse lignocellulosique.
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3.2.2 Spécificités de substrats entre les champignons de pourriture brune et blanche

Une préférence de substrat pour les feuillus ou les coniféres est également observée entre les
champignons de pourriture blanche et brune. Les champignons de pourriture blanche sont
communément isolés a partir de bois de feuillus en comparaison aux champignons de pourriture brune
isolés a partir de bois de coniféres. Cela peut s’expliquer par une différence de composition en
hémicellulose entre ces essences et les sets d’enzymes associés a ces agents de pourriture. En effet, les
feuillus contiennent majoritairement des hémicelluloses de type glucuronoxylane alors que les coniféres

de type galactoglucomannane (Fig. 14) (Girio et al., 2010).
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Figure 14. Représentation schématique des structures des hémicelluloses de type glucuronoxylane
et galactoglucomannane.

Les hémicelluloses de type glucuronoxylane sont composées d’un squelette d’unité B-D-xylopyranosyl
lies par des liaisons glycosidiques -(1,4). Ils peuvent étre composés de résidus d’acides uroniques, de
résidus L-rhamnose, de résidus d’arabinose et de groupements acétyls (Girio et al., 2010). La
dégradation de ces hémicelluloses implique ainsi la sécrétion d’un ensemble d’enzymes capables de
dégrader le squelette de xylane (B-1,4-endoxylanases, B-1,4-xylosidases) et les résidus qui y sont
attachés (a-arabinofuranosidases, arabinoxylan arabinofuranohydrolases, a-glucuronidases et acetyl
xylan esterases) (Makeld et al., 2014).

Les hémicelluloses de type galactoglucomannane sont composées d’un squelette d’unités B-D-
glucopyranosyl et B-D-mannopyranosyl liées par des liaisons B-(1,4) glycosidiques. Ces unités sont
partiellement acétylées en C2 ou C3 et substituées par des unités a-D-galactopyranosyl (Girio et al.,
2010). La dégradation de ces polymeéres implique 1’action de différentes enzymes telles que des
endomannanases, des [-mannosidases, des o- et [-galactosidases, des PB-glucosidases, et des

galactomannan acetyl esterases (Makeld et al., 2014).

Cette spécificité de substrat s’explique notamment par la présence d’un arsenal enzymatique différent
entre les champignons de pourriture brune et blanche. En effet, les champignons de pourriture brune ont
perdu un ensemble de génes codant des enzymes impliquées dans la dégradation des hémicelluloses de

type xylane telles que des endoxylanases (GH10 et GH11) et glucuronoyl esterases (CE15) (Martinez
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et al., 2009; Rytioja et al., 2014; Vanden Wymelenberg et al., 2010). De plus, plusieurs champignons
de pourriture brune (C. puteana, Dacryopinax sp., F. pinicola, P. placenta, and S. lacrymans) ont perdu
les geénes codant pour les acetyl xylane esterases et feruloyl esterases (CE1) (Rytioja et al., 2014). Ces
différences exposent ainsi de plus faible capacité des champignons de pourriture brune a dégrader les

hémicelluloses de type xylane.

Bien qu’une préférence de substrat soit communément observée, des exceptions dérogent a cette régle.
Par exemple, au sein d’'un méme genre, les espéces de pourriture blanche P. chrysosporium et
Phanerochaete carnosa sont retrouvées sur des bois de feuillus et de coniféres respectivement (Suzuki
et al., 2012). Néanmoins, ces spécificités de substrats ont été corrélées avec le répertoire enzymatique
de ces deux especes. Des analyses de sécrétome de P. chrysosporium et P. carnosa en réponse a un
milieu contenant de la cellulose ont permis de mettre en évidence la sécrétion d’une mannosidase et
mannanase chez P. carnosa en comparaison a P. chrysosporium (Mahajan et Master, 2010; Rytioja et
al., 2014; Vanden Wymelenberg et al., 2009; Wymelenberg et al., 2006). Ces enzymes sont impliquées
dans la dégradation des hémicelluloses de type galactoglucomannane qui sont retrouvées dans les
essences de coniferes. Ceci démontre bien une corrélation entre la composition des enzymes sécrétées

par les champignons et les bois sur lesquels ils se développent dans 1’environnement.

4. Dégradation de la pectine

4.1 Structure de la pectine

La pectine est un polysaccharide composé d’acide D-galacturonique. Elle est retrouvée principalement
dans la paroi primaire et la lamelle moyenne des cellules végétales, et forme des liaisons avec la cellulose
et les hémicelluloses (Caffall et Mohnen, 2009). Trois grands groupes de pectine ont été¢ définis : les
homogalacturonanes, les xylogalacturonanes, et les rhamnogalacturonanes (types I et II) (Fig. 15)

(Caffall et Mohnen, 2009; Ridley ef al., 2001).
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Figure 15. Structure des polyméres de pectine (Schmitz ef al., 2019).
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Les homogalacturonanes, appelés également « smooth region of pectin », constituent un polymeére
linéaire composé de résidus d’acide D-galacturonique liés par des liaisons a-(1,4) qui peuvent étre
méthylés ou acétylés. Les xylogalacturonanes se composent également d’un squelette de résidus d’acide
D-galacturonique, sur lesquels sont ajoutés des résidus D-xylose liés par des liaisons -(1,3). Le groupe
des rhamnogalacturonanes se divise en deux sous-groupes nommés type I et type II. Les
rhamnogalacturonanes de type I sont composés d’un squelette alternant des résidus d’acide D-
galacturonique et L-rhamnose qui sont liés respectivement pas des liaisons a-(1,2) et a-(1,4). Cette
classe de pectine est également appelée « hairy region of pectin » car des chaines latérales d’arabinane
ou d’arabinogalactane I peuvent étre ajoutées sur les résidus rhamnose. Les rhamnogalacturonanes de
type II possedent un squelette de résidus d’acide D-galacturonique sur lesquels un ensemble de 12
résidus peuvent étre attachés (ex : 2-O-methyl xylose, 2-O-methyl fucose, aceric acid, 2-keto-3-deoxy-

D-lyxo heptulosaric acid) (Makela et al., 2014).

4.2 Meécanismes de dégradation des polysaccharides de pectine

Les enzymes impliquées dans la dégradation de la pectine ont été étudiées principalement chez les
Ascomycetes et corrélées a chaque groupe de pectine décrit (homogalacturonane, xylogalacturonane et
rhamnogalacturonane) (Mékela et al., 2014). La dégradation des polyméres d’homogalacturonane et de
xylogalacturonane implique plusieurs enzymes telles que des endo- et exopolygalacturonases, pectate
lyases, pectin acetyl et pectin methyl esterases, et des B-xylosidases (Fig. 16). La dégradation des
polymeres de rhamnogalacturonane de type I nécessite I’implication d’enzymes supplémentaires di a la
présence de résidus rhamnose et de résidus greffés au squelette telles que les rhamnogalacturonan
hydrolases et lyases, [-glucuronidases, endo et exo-arabinanases, a-arabinofuranosidases,
endogalactanases, B-galactosidases, feruloyl esterases, et rhamnogalacturonan acetyl esterases (Fig. 16)
(Mikela et al., 2014). De par sa structure atypique, le rhamnogalacturonane de type II constitue une

structure hautement résistante face a ces enzymes pectinolytiques (Mékela et al., 2014).

39



Homogalacturonan Xylogalacturonan Rhamnogalacturonan|

a-L-Arabinofuranosidase Feruloyl esterase

-glucuronidase
Rhamnogalacturonan-acetyl esterase fe

Endoxylogalacturonan hydrolase Arabinanase J
Endopolygalacturonase " 9
’ .
Pectate lyase ¢
Exopolygalacturonase l ‘b
L‘Uq‘ S Alin sht- J A i i - "' :- Q\ 0,8 '.
" . .’ . b +
® . o b
T (' ¢
.
Pectin methylesterase Rhamnogalacturonase =

Rhamnogalacturonase Iyase

i."Qv. L ¥

|

Pectin acetylesterase Endo-B-1,6-galactanase
Endo-B-1,4-galactanase

B-galactosidase

® D-galactose @ D-arabinofuranose ) Feruloyl group -.‘r:",j":.f Enzyme activity
D-glucuronic acid @ D-xylose O-acetyl
D-galacturonicacid @ L-rhamnose ® O-methyl

Figure 16. Mécanisme d’action des enzymes impliquées dans la dégradation des polymeéres de
pectine (Glass et al., 2013).

D a la diversité et complexité des résidus présents dans les polyméres de pectine, la dégradation de ce
polymeére nécessite une machinerie enzymatique élaborée. En effet, un ensemble de 80 protéines a été
identifi¢ dans le sécrétome de N. crassa en réponse a la pectine (Benz ef al., 2014). Une comparaison
des sécrétomes de N. crassa en réponse a la cellulose, au xylane et a la pectine a permis d’identifier 55
protéines sécrétées uniquement en réponse a la pectine ce qui démontre la complexité enzymatique liée

a la dégradation de ce composé (Benz et al., 2014; Sun et Glass, 2011; Tian et al., 2009).

5. Régulation des mécanismes de dégradation des polysaccharides du bois

Les champignons produisent une cohorte d’enzymes spécifiques pour pouvoir dégrader la diversité de
polymeéres osidiques présents au sein de la biomasse lignocellulosique. La production de ces enzymes
est induite de fagon coordonnée pour dégrader efficacement le bois. L expression des génes codant ces
enzymes est controlée par un réseau de facteurs de transcription qui sont actifs en réponse a des substrats
spécifiques. Les facteurs de transcription impliqués dans la dégradation et I’utilisation de la cellulose,
des hémicelluloses et de la pectine ont ét¢ identifiés principalement chez des espéces appartenant a
I’ordre des Ascomycetes (ex : N. crassa, T. reesei, A. nidulans, A. niger) (Benocci et al., 2017).
Cependant, les protéines orthologues de ces facteurs de transcription n’ont pas pu étre identifiées par

similarité de séquence chez les Basidiomycétes, a I’exception du répresseur transcriptionnel CreA/Crel
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(Todd et al., 2014). L’état de I’art des régulateurs transcriptionnels connus et les enzymes dont ils

régulent I’expression génique sont présentés ci-dessous.

5.1 Facteurs transcriptionnels impliqués dans la dégradation et [’utilisation des
polysaccharides du bois

En présence de lignocellulose, les champignons dégradeurs de bois percoivent de faibles concentrations
en sucres simples dans leur environnement. Cela conduit a un phénomeéne de dérépression de
I’expression des génes codant des enzymes hydrolytiques et des transporteurs de haute affinité par le
systéme de répression du catabolisme de substrats carbonés (Coradetti ef al., 2012; Delmas et al., 2012).
La dégradation des polymeéres libére des oligosaccharides qui agissent comme des inducteurs sur
I’activité des facteurs de transcription permettant 1’activation de 1’expression des génes codant les
enzymes de dégradation (Fig. 17). Plusieurs molécules inductrices issues de la dégradation des
polysaccharides du bois ont été décrites (ex : cellobiose, cellotriose, sophorose) (Sternberg et Mandels,
1979; Suzuki et al., 2010; Znameroski ef al., 2012). Cependant, ces systémes d’induction différent entre
les especes fongiques (Amore et al., 2013; Znameroski et al., 2012). Par exemple, deux inducteurs ont
été clairement identifiés : le cellobiose et le sophorose. Pour étudier 1’effet inducteur de ces molécules
chez N. crassa, une souche délétée pour les génes codant les B-glucosidases a été utilisée. Cette souche
permet d’empécher la dégradation des disaccharides en glucose et donc inhibe 1’activation de la
répression du catabolisme de substrats carbonés (Znameroski et al., 2012). Chez ce mutant, uniquement
le cellobiose induit 1’expression des génes codant pour des cellulases. A 1’inverse, chez T. reesei, le
sophorose induit 1’expression des geénes codant pour des cellulases a la différence du cellobiose

(Sternberg et Mandels, 1979).

Chez N. crassa, deux régulateurs transcriptionnels impliqués dans la dégradation et I’utilisation de la
cellulose ont ét¢ identifiés et nommeés clr-1 et clr-2 (Coradetti et al., 2012). Les mutants délétés pour
ces genes ont été identifiés via un criblage de mutants avec un déficit de croissance sur de la cellulose
crystalline (Avicel®). Des ¢études de transcriptomique chez N. crassa ont permis d’identifier la
régulation spécifique d’un ensemble de 212 genes en réponse au substrat Avicel® et a ét¢ nommé
« régulon Avicel » (Fig. 17). Au sein de ce régulon, I’expression de 135 genes est régulée par CLR-1 et
CLR-2, incluant des geénes codant pour des transporteurs de cellodextrines et des enzymes impliquées
dans la dégradation de la cellulose (Coradetti ef al., 2012). Plus précisément, CLR-1 régule de maniére
directe I’expression de 27 genes (fixation a la région promotrice) codant pour des endo-B-1,4-
glucanases, AA9 LPMOs, exo-B-1,4-glucanases, B-glucosidases, et des transporteurs de cellodextrines.
Concernant les cibles régulées par CLR-2, 37 génes ont été identifiés dont 23 codent pour des protéines
impliquées dans I’utilisation de la cellulose et 12 dans ’utilisation du xylane ou mannane (Craig et al.,

2015; Samal et al., 2017). Les orthologues de CLR-1 et CLR-2 ont été identifiés chez 4. nidulans et
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nommés CIrA et ClrB respectivement. Ces facteurs de transcription régulent également 1’expression des
genes impliqués dans 1’utilisation des polysaccharides de cellulose et d’hémicellulose. Cependant, le
mécanisme d’action de CIrA ne semble pas conservé entre ces deux especes car la délétion de clrd
résulte en une faible diminution de 1’expression des cellulases et hémicellulases en comparaison a la

souche de N. crassa délétée pour clr-1 (Coradetti et al., 2012).

Concernant les hémicelluloses, le facteur de transcription XInR est un régulateur majeur de 1’expression
des génes impliqués dans la dégradation et 1’utilisation des hémicelluloses. Ce facteur de transcription
a d’abord été identifié chez A. niger (XInR) puis caractérisé chez d’autres Ascomycetes tels que 7. reesei
(Xyrl) et N. crassa (XLR-1) (Stricker et al., 2006; Sun et al., 2012; van Peij et al., 1998). Chez ces
différentes espéces, ces facteurs de transcription régulent 1’expression de génes codant pour des
protéines impliquées dans le catabolisme du D-xylose et les génes xylanolytiques (Stricker et al., 2006;
Sun et al., 2012; van Peij et al., 1998). Cependant, les génes dont I’expression est régulée par
XInR/Xyr1/XLR-1 différent selon les espéces. En effet, chez les espéces du genre Aspergillus (a
I’exception de Aspergillus aculeatus) et T. reesei, XInR est impliqué également dans la régulation du
systéme cellulolytique alors que seulement quelques génes codant pour des cellulases sont régulés chez
N. crassa (Fig. 17). De plus, chez T. reesei, Xyrl est impliqué dans la régulation du systéme
arabinanolytique (Akel ef al., 2009). Chez T. reesei, les systemes cellulolytique et hémicellulolytique
sont régulés également par les facteurs de transcription ACE2 et ACE3. A la différence de N. crassa et

les especes du genre Aspergillus, aucun orthologue de CLR-1 n’a ét¢ identifié¢ chez T. reesei (Tani et

al., 2014).
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Figure 17. Perception de ressources carbonées et mécanismes de régulation de I’expression des
génes codant des protéines impliquées dans I’utilisation et la dégradation des polysaccharides de
la lignocellulose chez N. crassa. La dégradation des polysaccharides par les CAZymes conduit a la
détection et au transport de saccharides dans les cellules fongiques par I’activité d’un ensemble de
transporteurs. La détection des composés carbonés dans I’environnement conduit ainsi en 1’activation
de régulateurs transcriptionnels qui induisent I’expression de CAZymes et de transporteurs pour
dégrader et récupérer les ressources carbonés présentes dans le bois (Benz et al., 2014; Coradetti ef al.,
2012, 2013; Samal et al., 2017; Seibert, 2016; Znameroski et al., 2014).

Bien que ces régulateurs transcriptionnels jouent un réle important chez les Ascomycetes, aucun
orthologue n’a été identifié par similarité de séquence chez les Basidiomycétes. Néanmoins, un
activateur transcriptionnel impliqué dans la dégradation de la cellulose a été identifié récemment chez
le Basidiomycete S. commune (Marian et al., 2022). Ce facteur de transcription a ét¢é nommé Roc1 (pour
Regulator of cellulase 1) et semble étre conservé uniquement au sein de la classe des Agaricomycetes.
La délétion de roc! résulte en I’incapacité de S. commune a croitre en présence de cellulose et montre
une inhibition de croissance en présence de cellobiose et xylane. Plus précisément, des analyses
transcriptomiques de la souche WT et délétée pour rocl ont permis de mettre en avant la régulation
spécifique d’un ensemble de 194 génes en présence de cellulose. Ce régulon se compose de génes codant
pour des LPMOs, des endo B-1,4-glucanases, des B-glucosidases, des 1,4-B-xylosidases et des B-d-
xylosidases. Ces différents résultats suggerent ainsi un rdle de Rocl dans la régulation des génes
impliqués dans la dégradation de la cellulose et des hémicelluloses. Des orthologues de Rocl ont

également été identifiés chez Agaricus bisporus et Dichomitus squalens. De maniére intéressante, leurs

43



profils d’expression sont similaires a celui de Rocl chez S. commune en réponse a la lignocellulose

(Daly et al., 2019; Morin et al., 2012).

Les facteurs transcriptionnels AraR, RhaR, GaaR, GalR et GalX ont été caractérisés au sein des especes
Aspergilli et sont impliqués dans la régulation des geénes codant des protéines impliquées dans la
dégradation de la pectine. Ces facteurs de transcription sont activés en réponse a différents
monosaccharides tels que des résidus L-arabinose pour AraR, L-rhamnose pour RhaR , D-galactose
pour GalR/X et I’utilisation de 1’acide D-galaturonique est régulé par GaaR (activateur) et GaaX

(répresseur) (Benocci et al., 2017).

5.2 Larépression du catabolisme de substrats carbonés

La répression du catabolisme de substrats carbonés est un processus central de régulation présent chez
la majorité des micro-organismes. Ce phénomene favorise 1’assimilation de la source carbonée la plus
facilement métabolisable (le glucose) par la répression de I’expression de genes impliqués dans
I’utilisation de sources carbonées alternatives. En ce sens, lors de la dégradation de la biomasse
lignocellulosique, la libération de glucose dans le milieu conduit a la répression de 1’expression des
genes impliqués dans la dégradation de composés carbonés complexes. Ce processus est régulé par un
acteur transcriptionnel central nommé Crel/CreA chez les champignons filamenteux et connu sous le
nom de Migl chez Saccharomyces cerevisiae (Brown et al., 2014). CreA a ét¢ identifié¢ pour la premiére
fois chez A. nidulans (Arst et al., 1990; Bailey et Arst, 1975) et les protéines orthologues de CreA ont
ensuite été identifiées et caractérisées chez N. crassa et T. reesei (de la Serna et al., 1999; llmén et al.,
1996). Bien que ce processus ait été étudié principalement chez des champignons appartenant a
I’embranchement des Ascomycétes, des orthologues de CreA ont été identifiés dans la plupart des
génomes de Basidiomycétes séquencés (Todd et al., 2014). Des études portant sur la répression du
catabolisme de substrats carbonés ont été réalisées chez plusieurs Basidiomycétes tels que P.
chrysosporium (Suzuki et al., 2008) et D. squalens (Daly et al., 2019) avec seulement une étude
fonctionnelle effectuée chez P. ostreatus (Yoav et al., 2018). Cette étude démontre ainsi le role
régulateur de CRE1 sur les enzymes impliquées dans la dégradation de la biomasse lignocellulosique

(Yoav et al., 2018).

Lors de la dégradation du bois, les champignons de pourriture requicrent la mise en place de différents
systémes pour utiliser les produits issus de la biomasse lignocellulosique. Chez N. crassa, des analyses
de transcriptomique et protéomique chez un mutant délété pour cre-/ ont permis d’identifier une
augmentation de 1’expression des génes codant des enzymes impliquées dans la dégradation de la
cellulose en réponse au substrat Avicel® (Sun et Glass, 2011). Plus précisément, CRE-1 se lie aux

promoteurs des geénes codant les facteurs de transcription CLR-1 et ARA-1 et les transporteurs de
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cellodextrines CDT-1, CDT-2 et SUT-12/CBT-1. Ces résultats suggérent ainsi une action de CRE-1 a
différents niveaux impliquant une répression de I’expression des genes codant des transporteurs
spécifiques, des facteurs de transcription et des enzymes impliquées dans la dégradation des
polysaccharides de cellulose, hémicellulose et pectine (Wu et al., 2020). L’utilisation de mutants de
CreA chez A. nidulans et T. reesei a permis de mettre en avant également la régulation d’un ensemble

d’hémicellulases et de pectinases en plus des genes codant pour des cellulases (Aro et al., 2005).

Chez les Basidiomycétes, la fonction répresseur de CRE1 a été démontrée chez P. ostreatus par
I’utilisation de mutants (Yoav et al., 2018). Des transformants délétés (KOcrel) et surexprimant
(OEcrel) le geéne crel ont permis de mettre en avant le role de cette protéine dans la régulation de
I’expression des enzymes cellulolytiques. En effet, la délétion de crel résulte en une augmentation des
activités cellulolytiques en réponse a la cellulose et la lignocellulose (paille de blé) alors que la
surexpression de crel conduit a une diminution de ces mémes activités. Ainsi cette étude a permis de
démontrer pour la premiére fois de maniére fonctionnelle I’action répresseur de CRE1 chez un
Basidiomycéte. La répression du catabolisme de substrats carbonés a également été étudiée chez le
Basidiomycete D. squalens par des analyses de transcriptomique et exoprotéomique (analyse du
sécrétome : protéines sécrétées dans le milieu extracellulaire) (Daly et al., 2015). Ces analyses ont
permis de mettre en évidence la répression de 1’expression de plusieurs groupes de genes par le glucose.
Ces geénes codent pour des enzymes ayant des activités hydrolase, des transporteurs trans-membranaires
de sucres ainsi qu’un ensemble de génes codant des enzymes impliquées dans le catabolisme des
celluloses, hémicelluloses et pectine. Des études portant sur la répression du catabolisme de substrats
carbonés ont également été initiées chez d’autres Basidiomycetes par I’analyse de 1’expression de génes
spécifiques. Par exemple, chez P. chrysosporium, des expériences de RT-qPCR ont permis de mettre en
avant des phénomenes de répression et dérépression de génes codant des enzymes avec des activités
cellulolytiques. En effet, les génes codant pour les enzymes cel7C, cel7D, cel6A et CDH sont fortement
réprimés en présence de glucose puis surexprimés aprés consommation de glucose dans le milieu
(Suzuki et al., 2008). L’analyse du sécrétome de P. chrysosporium a permis également de révéler une
composition différente des protéines sécrétées en présence et en absence de glucose (Nguyen et al.,
2020). L’étude de CREI1 chez d’autres Basidiomycétes pourrait ainsi permettre d’obtenir davantage

d’informations pour comprendre les mécanismes moléculaires impliqués lors de la dégradation du bois.

5.3 Intersections entre la voie de TOR et la répression du catabolisme de substrats
carbonés dans les processus de dégradation du bois chez les champignons

Chez les eucaryotes, la voie de TOR est au coeur des processus cellulaires régulant la croissance
(Gonzalez et al., 2020; Shertz et al., 2010). L’acteur principal de cette voie est une protéine kinase

appelée TOR pour Target Of Rapamycin dont I’activité est inhibée de maniére spécifique par la
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molécule de rapamycine (Heitman ef al., 1991). Chez S. cerevisiae, I’activité de cette protéine est
régulée par des signaux environnementaux tels que la disponibilité en nutriments et la présence de stress
(Bertram et al., 2002; Stracka et al., 2014). En réponse a ces signaux, la protéine TOR module des
processus essentiels a la croissance tels que la synthése protéique, la biogénese des ribosomes,
I’autophagie et 1’organisation du cytosquelette (Wullschleger et al., 2006). Récemment, les différents
acteurs moléculaires de la voie de TOR ont été identifiés par homologie de séquence chez le champignon
de pourriture blanche P. chrysosporium (Nguyen et al., 2020). L’activité toxique et antifongique de la
rapamycine a été validée chez ce champignon et a permis de mettre en évidence le rdle de la voie de
TOR dans la germination des conidies, la croissance végétative et la composition du sécrétome de P.
chrysosporium. Cela suggere ainsi la présence de connections entre la voie de TOR, acteur central de la
croissance chez les eucaryotes, et les voies de signalisation impliquées dans la régulation de I’expression

des génes codant les CAZymes chez les champignons ligninolytiques.

Bien que les mécanismes de régulation des CAZymes aient été décrits principalement chez les
Ascomycétes, la répression catabolique de substrats carbonés a également été mise en évidence chez les
Basidiomycetes. En utilisant les données acquises chez la levure S. cerevisiae et les champignons
ligninolytiques appartenant au phylum des Ascomycetes, I’objectif du chapitre présenté ci-dessous est
de mettre en lumiére les potentiels mécanismes de régulation exercés par la voie de TOR sur I’expression
des genes codant les enzymes de dégradation du bois chez les Basidiomycétes. Les acteurs moléculaires
impliqués dans la voie de TOR et le CCR étant conservés chez les Basidiomycetes, 1’utilisation de ces
données pourrait permettre d’élucider de nouveaux mécanismes moléculaires impliqués dans la

régulation des CAZymes chez les champignons de pourriture blanche.
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Abstract

Dead wood is mainly composed of cellulose and hemicellulose which are sugar poly-
mers but also of lignin, a polymer of phenolic compounds. Wood is an ecological niche
for lignocellulosic saprotrophic fungi which are able to degrade those polymers and use
degradation products for their growth. The major component released from wood
decay is glucose. In the model yeast Saccharomyces cerevisiae, a saprotrophic but not
a lignocellulolytic fungus, glucose is more than a nutrient. It is also a signal molecule
reprogramming cell physiology. This phenomenon, described as glucose-induced car-
bon catabolite repression occurs through signaling cascades interacting with the TOR
signaling pathway. In filamentous soft-rot fungi, growing on lignocellulosic materials
leads to carbon catabolite repression and involves the TOR signaling pathway in the
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regulation of this cellular program. White-rot fungi are able to use all woody compo-
nents including lignin. A carbon catabolite repression program has also been depicted
in those fungi. Key actors of this program can be identified in white-rot fungi includ-
ing segments of a TOR signaling pathway. This review aims to summarize those inter-
plays between carbon catabolite repression and TOR signaling pathway in these
different fungi.

1. Introduction

Wood degradation by rotting fungi has one goal, retrieve nutrients
to grow. Most extracellular enzymes involved in the cleavage of wood poly-
saccharides belong to CAZymes and mediate the lignocellulose decaying
process. Nutrient sensing pathways, especially those enabling the use of
preferred carbon sources are essential in the survival strategy elaborated by
fungi. In filamentous fungi, those pathways act upstream of the direct
activation of genes encoding carbohydrate-active-enzymes (CAZymes)
(Levasseur, Drula, Lombard, Coutinho, & Henrissat, 2013; Lombard,
Golaconda Ramulu, Drula, Coutinho, & Henrissat, 2014) and modulate
their expression according to medium conditions. Cellulose and hemicellu-
lose constitute the main components of plant cell wall providing high levels
of available glucose for rotting fungi. Besides glucose, hemicellulose and pec-
tin degradation supply other sugars such as xylose, mannose, galactose, rham-
nose and glucuronic acid. Among rotting fungi, a particular interest is
focused on white-rot fungi due to their singular ability to mineralize the lig-
nin component of wood. This property suggests that lignin degradation
products could be used by those fungi as well.

To survive, fungi have to cope with their environment and adapt their
growth according to the availability of nutrients. To select preferred carbon
source as glucose during wood decay process, a signaling pathway called
carbon catabolite repression has been established and leads to a genetic
re-programming of cells. Indeed, in presence of glucose, the genes coding
enzymes involved in the uptake and catabolism of the less desirable carbon
sources are transcriptionally repressed (Adnan et al., 2018; Gancedo, 1998).

The TOR (Target of Rapamycin) pathway is a signaling pathway con-
served in all eukaryotes (Gonzalez, Hall, Lin, & Hardie, 2020; Shertz,
Bastidas, Li, Heitman, & Cardenas, 2010). As its name implies, this pathway
features a Ser/Thr kinase named TOR, which is inhibited by a macrolide
antibiotic called Rapamycin (Heitman, Movva, & Hall, 1991). In cells,
TOR kinases are present as two complexes called TORC1 and TORC2.
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In Saccharomyces cerevisiae, TORC1 is composed of Tor1 or Tor2, Lst8, Kogl
and Tco89 while TORC2 is composed of Tor2, Lst8, Avol, Avo2, Avo3/
Tscll, Bit2 and Bit61 (Eltschinger & Loewith, 2016; Loewith, 2010;
Roelants, Leskoske, Martinez Marshall, Locke, & Thorner, 2017). Using
rapamyecin to inhibit TOR kinase activity and genetic studies, the TOR sig-
naling pathway has been deciphered in diverse organisms although most of
the information stem from mammalian cells and S. cerevisiae. In the current
knowledge, the TOR signaling pathway integrates cues from different
signaling pathways to sense nutrient availability, cellular energy level and
hormones leading to an adjustment of cell growth (Liu & Sabatini, 2020;
Wullschleger, Loewith, & Hall, 2006).

In the following paragraphs, we will discuss about the interplays between
the TOR signaling pathway and carbon catabolite repression induced by
glucose in the model yeast S. cerevisiae and in lignocellulolytic filamentous
fungi from the Ascomycota phylum. Then, we will summarize current
knowledge about those pathways in Basidiomycete white-rot fungi.

2. Interplays between glucose-induced carbon
catabolite repression pathway and TOR signaling
pathway in the yeast S. cerevisiae

In the model yeast S. cerevisiae, the presence of glucose in the extra-
cellular medium leads to the repression of genes involved in the uptake
and catabolism of other carbon sources (Gancedo, 1998). To better under-
stand the mechanisms involved during this metabolism shift, three signaling
pathways need to be considered as (1) AMPK (AMP-activated protein kinase)
known as Snfl in S. cerevisiae (Sanz, Viana, & Garcia-Gimeno, 2016), (i) PKA
(Protein Kinase A) (Kim et al., 2013; Zhang & Cao, 2017) and (iii) Casein
kinases Yck1, Yck2 and their involvement in the proteasome functioning
(Paiva et al., 2009) (Fig. 1).

2.1 Glucose sensing by the AMPK/Snf1 pathway

In S. cerevisiae, hexose transporters are coded by the multigenic HXT family
of 20 genes named HXT1-17 plus one gene coding for a galactose trans-
porter named GAL2 and two genes coding for glucose receptors named
SNF3 and RTG2 (Diderich et al., 1999; Wieczorke et al., 1999). The
Hexose kinase 2 (Hxk2) can be inactivated by autophosphorylation when
interacting with xylose, while when glucose is present in the cell, Hxk2 is
protected from inactivation by xylose due to Hxt activities. As a consequence,
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Hxk?2 acts as an intracellular glucose sensor (Vega, Riera, Fernandez-Cid,
Herrero, & Moreno, 2016). Therefore, in the presence of glucose, Hxk2
activates Regl which turns on the Regl/Glc7 phosphatase complex and
leads to the inhibition of the kinase Snfl (Sanz, Alms, Haystead, &
Carlson, 2000). The Snfl kinase is the catalytic subunit of the AMPK/
SNF1 complex (Hedbacker & Carlson, 2008) and is involved in the regu-
lation of the expression of glucose-repressed genes by inhibiting the Migl
transcription repressor (Fig. 1, green tones).

Indeed, in glucose depleted conditions, Migl is phosphorylated and
inactivated by Snfl leading to the release of carbon catabolite repression
program and hence to the expression of glucose-repressed genes. The phos-
phorylation state of Migl controls its export from nucleus to cytoplasm
while when glucose is added to de-repressed cells, the repressor protein
Migl is imported in the nucleus. In the nucleus, Mig1 binds to upstream reg-
ulatory elements (URE) of genes coding for transcription factors involved in
alternative carbon usage and represses the transcription of nearly 350 genes

Fig. 1 Interplays between TORC1 and the glucose induced carbon catabolite repression
in S. cerevisiae. The three main pathways involved in sugar perception are presented as
well as the interactions of TORC1 with those pathways in blue tones. In repressive con-
ditions, glucose is available and enters into the cell through Hexose transporters N
(1< N <17). Inside the cell, glucose interacts with Hxk2 which activates the phospha-
tase complex Reg1/Glc7. This complex dephosphorylates the kinase Snf1. As there is no
inhibition of Mig1 activity by Snf1 kinase, Mig1 binds to Ssn6/Tup1 complex leading to
the inhibition of SUC2 gene. The TORC1 complex is represented in blue in the scheme. In
addition, a feedback loop between SNF1 and TORC1 complex involving TSC1/2 and
rheb proteins, which are conserved in soft-rot fungi although missing in S. cerevisiae,
is represented in purple tones. The second signaling pathway, depicted in yellow tones,
involves the GPCR Gpr1 to sense glucose at plasma membrane. Gpr1 activates the G
protein Gpa2 which turns on the adenylate cyclase Cyr1 leading to cAMP biosynthesis.
cAMP molecules trigger the activation of the PKA complex which phosphorylates and
inhibits Rim15 protein. It results in the inhibition of transcription factors Gis1 and
Msn2/4 and so the non-induction of PDS and STRE genes. In parallel, the TOR pathway
was shown to activate Sch9 leading to the inhibition of Rim15 as well as PKA pathway.
The last branch is depicted in red tones and involves the repressor complex Rgt1-Mth1/
Std1-Ssn6/Tup1. In glucose depleted conditions, those proteins are associated and
form a repressor complex leading to the inhibition of HXT gene expression. In glucose
conditions, transceptors Snf3 and Rgt2 stimulate the phosphorylation of repressor
Mth1-Std1 through casein kinase Yck1 and 2 activity. That phosphorylation triggers
the ubiquitination and proteasome degradation of that complex. In parallel, PKA cata-
lytic subunits phosphorylate Rgt1 protein preventing the establishment of the repressor
complex and so allowing the expression of HXT genes.
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including the gene coding for the saccharase Suc2 (Treitel & Carlson,
1995). More precisely, Migl was shown to form a complex with trans-
criptional co-repressors of glucose-repressed genes named Tupl and Ssn6
(Papamichos-Chronakis, Gligoris, & Tzamarias, 2004). That complex binds
to promoters of alternative carbon usage genes leading to their repres-
sion through the modulation of nucleosome positioning (Hedbacker &
Carlson, 2008; Treitel & Carlson, 1995).

In addition, TORCI1 can directly inhibit the kinase activity of Snfl on
Migl through phosphorylation at Thr210 (Orlova, Kanter, Krakovich, &
Kuchin, 2006). That is a first point of interplay identified between glucose
sensing and TOR signaling pathway. Interestingly, in human cells, AMPK
(human homolog of Snfl) phosphorylates TSC1 in the TSC1/TSC2 com-
plex leading to the inhibition of TORCI1 activity (Gonzalez et al., 2020).
In S. cerevisiae, a TSC1/TSC2 complex does not exist but was shown to
be conserved in other fungi (Gonzilez et al., 2020; Shertz et al., 2010).
In that respect, this complex could be involved in feedback loop regulation
in filamentous fungi compared to S. cerevisiae (Fig. 1, purple tones).

2.2 Glucose sensing by the PKA pathway

The second pathway involved in glucose perception involves the PKA role
(Fig. 1, yellow tones). In presence of glucose, a GPCR (G protein-coupled
receptor) named Gprl is activated. GPCRs are membrane receptors coupled
to a trimeric G protein including the alpha, beta and gamma subunits.
Glucose sensing by Gprl activates the alpha subunit called Gpa2 and leads
to the activation of the adenylate cyclase Cyrl (Kraakman et al., 1999;
Xue, Batlle, & Hirsch, 1998).

The Cyrl protein catalyzes the synthesis of AMPc molecules which can
bind to the PKA complex. PKA is a heterotetrameric complex composed
of two regulatory subunits, a couple of Bey1 subunits, and two catalytic sub-
units among Tpk1l, Tpk2, Tpk3. AMPc molecules bind to the regulatory
subunits of PKA and trigger the release of the active catalytic subunits.
The activation of catalytic subunits leads to the phosphorylation and inhibi-
tion of the kinase Rim15 (Pedruzzi et al., 2003; Zhang & Cao, 2017). In
absence of glucose, Rim15 is activated and phosphorylates transcription
factors such as Msn2 and Msn4 which bind Stress Responsive Elements
(STRE) to induce transcription of stress responsive genes (Hirata, Andoh,
Asahara, & Kikuchi, 2002) as well as Gisl transcription factor, binding
PDS element in the promoters of genes involved in Post-Diauxic Shift
(Pedruzzi, Burckert, Egger, & De Virgilio, 2000).
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In parallel, Sch9, a kinase under the control of the TOR pathway (Urban
et al., 2007), exerts a similar role than PKA on Rim15 in a non-redundant
manner (Roosen et al., 2005). The Sch9 kinase is the S. cerevisiae homolog
of mammalian Akt/PKB and was described to control the nuclear localiza-
tion of Rim15 and its repressor activity on PDS and STRE genes expression
(Pedruzzi et al., 2003). As Sch9 kinase constitutes a major target of TORC1
complex (Urban et al., 2007), another interplay between glucose-induced
carbon catabolite repression and the TOR signaling pathway is highlighted.

2.3 Glucose sensing by casein kinases

The last pathway (Fig. 1 in red tones) starts with the perception of glucose at
the plasma membrane by Snf3 and Rgt2. In the presence of glucose, Snf3
and Rgt2 stimulate the phosphorylation of Mth1l and Std1 by the casein
kinases Yck1 and Yck2. Phosphorylated Mth1 and Std1 are then subjected
to SCF/Grrl1-mediated ubiquitination followed by proteasome degradation
(Santangelo, 2006). In glucose depleted conditions, Rtgl recruits the Ssn6/
Tupl complex in the nucleus to form a repressor complex with Std1 in an
Mth1-dependent manner (Fig. 1). Glucose perception appears to disrupt this
complex due to the proteasomal degradation of Mth1 and Std1. The disso-
ciation of the repressor complex prevents Rtgl to act on DNA binding sites
and results in de-repression of downstream HXT target genes for example
(Roy, Jouandot, Cho, & Kim, 2014). Interestingly, interplays between this
pathway and the two others discussed previously were found. First, MTH1
gene expression is repressed by the Snfl-Migl pathway while degradation
of Mthl protein is regulated by phosphorylation through casein kinases.
Second, Rtgl is phosphorylated by PKA under glucose repression which
inhibits its repressor activity (Roy et al., 2014; Roy, Shin, Cho, &
Kim, 2013).

These three pathways as well as the TOR signaling pathway are involved
in the regulation of major cellular events such as the diauxic shift and
the G1/GO phase transition in yeast (Galdieri, Mehrotra, Yu, & Vancura,
2010). Even though the glucose-mediated catabolite repression was exten-
sively researched, it is still unclear whether similar hierarchies exist for
other carbon sources and how these difterent sources are sensed. It has only
been recently demonstrated in S. cerevisiae that acetate represses the utiliza-
tion of ethanol (Simpson-Lavy & Kupiec, 2019). After having provided a
detailed view of those signaling pathways in the model yeast, knowledge will
be transferred to the lignocellulolytic fungi.
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3. Lessons from the “soft-rot” fungi

In filamentous fungi, carbon catabolite repression pathway was
mainly studied in lignocellulolytic Ascomycota fungi as Neurospora crassa,
Trichoderma reesei and Aspergillus nidulans (Adnan et al., 2018). Those fungi,
often referred as soft-rot fungi, are used to produce second-generation
biofuels from non-food plant materials, i.e., lignocellulosic biomass.
During the industrial process, the combined action of secreted CAZymes
such as cellulases and xylanases leads to the hydrolysis of polysaccharides.
However, consumption of the produced sugars by the fungus is a major
drawback. Those key points lead the research in this field.

3.1 Cellulose as substrate, from glucose starvation to glucose
as a main source of carbon for rotting fungi
Cellulose constitutes the most abundant polysaccharide in wood (40% to
50% of dry weight). It is a linear polymer of pD-glucose units linked by 8
1-4 glycosidic bonds and so its degradation could represent a significant
glucose source for fungi. However, cellulose constitutes an insoluble com-
pound and needs to be degraded to be transported into the cell. To coun-
teract that problem, fungi have evolved a two-stage process including a
basal level of cellulase gene expression followed by a strong induction of
cellulases in response to soluble inducers (Suto & Tomita, 2001). The mole-
cular events described in the following paragraphs are depicted in Fig. 2.
The development of a basal cellulase production is aimed at releasing
the cellulose inducers to adequately modulate the set of genes responsible
for cellulose degradation. Once a basal level of cellulase gene expression
has occurred, soluble inducers as cellodextrins are released and lead to a strong
induction of cellulases. Cellodextrins (such as cellobiose, cellotriose and
cellotetraose) constitute glucose polymers and were proved to be key actors
in the activation of that second step in T. reesei, N. crassa, and Aspergillus species
(Chikamatsu, Shirai, Kato, Kobayashi, & Tsukagoshi, 1999; Kubicek,
Messner, Gruber, Mach, & Kubicek-Pranz, 1993; Mandels & Reese, 1960;
Vaheri, Vaheri, & Kauppinen, 1979; Znameroski et al., 2012). Indeed,
cellobiose compounds were shown to be transported directly into the cell
through specific transporters in N. crassa and T. reesei leading to cellulase
gene expression (Xiong et al., 2014). In N. crassa, cellobiose specific trans-
porters were characterized through heterologous expression in S. cerevisiae
and were named CDT-1 and CDT-2 (Galazka et al., 2010). They act as
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transceptors involved in the perception of cellodextrins and the downstream
transcriptional regulation of cbh-1 and gh5-1 (Znameroski et al., 2014).
CDT-1/CDT-2 homologs were reported as well in A. nidulans and are
known as CItB/CItA respectively. Mutants deleted for cltB or ctA/dtB
display a decrease in cellulase activity indicating a key role of cellobiose
transporters in that process (dos Reis et al., 2016).

In soft-rot filamentous fungi, transcription factors involved in lignocel-
lulose degradation have been well described (Huberman, Liu, Qin, & Glass,
2016). In N. crassa, cellulolytic genes were reported to be induced through
two transcription factors named CLR-1 and CLR-2 (cellulose degradation
regulator 1 et 2). In response to crystalline cellulose (Avicel), CLR~1 induces
a 212 gene set named the Avicel regulon including cellodextrin transporters,
cellulases, hemicellulases, p-glucosidases, and the clr-2 gene (Coradetti et al.,
2012). In N. crassa, CLR-1 was shown to bind to the regulatory regions
of 27 genes involved in cellulose utilization as cellodextrin transporters,
cellulases and B-glucosidases while CLR -2 binds to 23 genes involved in this
pathway. While CLR -2 is regulated by CLR -1, 19 out of 27 genes regulated
by CLR-1 were described as being regulated by CLR-2 as well (Craig,
Coradetti, Starr, & Glass, 2015). Those results suggest that CLR-2 makes
a positive feedback loop through CLR-1 to accelerate cellulose degradation
in response to inducer molecules (Samal et al., 2017). CDT-1 and CDT-2, as
well as CLR-1/CLR-2 homologs are found in the fungal kingdom although
it was shown to be functionally different in A. nidulans (Coradetti et al., 2012).

In presence oflignocellulose, the glucose concentration is low and is per-
ceived as a carbon starvation environment (Fig. 2, left panel). In N. crassa, no
carbon condition was shown to induce genes coding high affinity glucose
transporters as hgt-1/-2 and lat-1 (Wang et al., 2017). In accordance with
that, in A. nidulans, a glucose transporter named Hxtb is present at the
plasma membrane under low and high glucose concentrations and is
involved in glucose signaling (dos Reis et al., 2017). In the model yeast
S. cerevisiae, high atfinity hexose transporters are expressed under de-repressed
conditions (Ozcan & Johnston, 1995), suggesting that this could also happen
in soft-rot fungi. In support of that proposal, hexokinase homologs to Hxk2
have been identified in soft-rot fungi. In A. nidulans and T. reesei, glucokinase
and hexokinase were shown to be essential in glucose phosphorylation
to mediate carbon catabolite repression. Indeed, in A. nidulans, a double
AglkA AhxkA mutant has revealed a loss of glucose phosphorylation with
absence of growth in response to glucose (Flipphi et al., 2003), and the
use of 6-deoxyglucose, a compound which cannot be phosphorylated, led
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to a carbon catabolite de-repression (for review Brown, de Gouvea, Krohn,
Savoldi, & Goldman, 2013). In T. reesei, de-repression was also observed in
double Aglkl Ahxk1 mutant (Kubicek, Mikus, Schuster, Schmoll, &
Seiboth, 2009).

In N. crassa, transcriptomic analyses were performed comparing fungi
grown on crystalline cellulose and fungi grown without carbon sources.
Similar expression profiles were observed during the first hour followed
by a significant induction of cellulase gene expression as 1000-fold more in
response to crystalline cellulose compared to carbon starvation (Coradetti
et al., 2012). This illustrates the fact that in response to cellulose we observe
a transcriptional program due to de-repression combined with a cellodextrin-
induced response. The resulting transcriptional response is even more com-
plicated when the carbon source is more complex such as lignocellulosic
material (Samal et al., 2017).

Furthermore, if a transcriptional response occurs in response to crystal-
line cellulose, a post-transcriptional response was also demonstrated by a
phosphoproteomic study in N. crassa (Xiong et al., 2014). This indicates
that signal transduction cascades drive the adaptation to carbon sources in
this case. Interestingly, when comparing the fungal responses to crystalline
cellulose (Avicel) and lack of carbon source, change in phosphorylation
status of Kog1 was identified at Ser16 (Xiong et al., 2014). Kogl is a con-
served subunit of TORC1 (Fig. 1). In S. cerevisiae, phosphorylation of Kogl
was observed in response to glucose starvation (Fig. 2) (Hughes Hallett,
Luo, & Capaldi, 2015). This phosphorylation is due to AMPK Snf1 kinase
activity and occurs on Ser491 and 494. Those serine residues are found in
a prion-like domain of Kogl which is not conserved in N. crassa. More
generally, the presence of a prion-like structure domain in Kogl seems to
be correlated with the lack of TSC1/2 complex (Hughes Hallett et al.,
2015). These feedback loops should be further investigated in filamentous
fungi (Fig. 1, purple tones).

After occurring of the processes explained above, cellulose is at least par-
tially degraded and glucose concentration increase in the medium. Another
step of regulation can occur.

3.2 Carbon catabolite repression in filamentous

“soft-rot” fungi
At some points, degradation of cellulose leads to an increase in glucose
concentration in extracellular medium (Fig. 2, right panel). As shown in
S. cerevisiae, carbon catabolite repression induced by glucose occurs.
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In filamentous fungi, the functional homologs of S. cerevisiae Migl are
named CreA/Crel for Catabolite repressor A or 1 (depending of species).
CreA was firstly identified in A. nidulans through a genetic screen designed
to identify regulators of carbon catabolite repression (Arst & Cove, 1973).
In accordance with that, CreA is described as a transcriptional repressor
of genes involved in carbon catabolite repression. However, this repres-
sor is not only regulated by glucose but also by other sugars resulting from
carbon nutrient sources (Brown et al., 2013; Sun & Glass, 2011). The role of
CreA nuclear localization in regulation of carbon catabolite repression was
confirmed in A. nidulans and N. crassa by use of GFP fusions (Brown et al.,
2013; Sun & Glass, 2011). As it was shown for Migl in S. cerevisiae, nuclear
localization of CreA/Crel is carbon-nutrient dependent. Surprisingly,
in T. reesei, Crel phosphorylation positively regulates DNA binding
(Crziterszky, Mach, & Kubicek, 2002).

Homologs of the S. cerevisiae Tup1 and Ssn6 co-repressors (Fig. 1) were
also identified in filamentous fungi (Garcia, Mathieu, Nikolaev, Felenbok,
& Scazzocchio, 2008). In A. nidulans, the homologs of Tupl and Ssn6 are
RcoA and SsnF respectively. It was shown that RcoA acts as a co-repressor
and is involved in the remodeling of the chromatin structure while ssnF
is an essential gene for which deletion is lethal and so cannot be further
studied (Garcia et al., 2008). In addition, a role of Crel in nucleosome
positioning has been shown in T. reesei. In this fungus, Crel is essential
for correct nucleosome positioning in the cellulase promoter cbh2 under
repressing and inducing conditions (Zeilinger, Schmoll, Pail, Mach, &
Kubicek, 2003).

In addition to CreA/Crel, the Sucrose non-fermenting kinase (SnfA/
Snf1) and PKA have been identified in those fungi. In A. nidulans, SnfA plays
also regulatory roles during carbon catabolite repression and modulates
the expression of genes coding lignocellulolytic enzymes through CreA
localization (Brown et al., 2013). It has been shown as well that the phos-
phorylation of CreA is managed by PKA and SnfA (Ribeiro et al., 2019; Ries,
Beattie, Espeso, Cramer, & Goldman, 2016). In A. nidulans, the low athinity
glucose transporter HxtB was shown to be involved in glucose sensing
and to modulate PKA activity. Indeed, in presence of glucose, AhxtB mutant
displayed a decrease in cAMP accumulation leading to lower PKA activity
in response to glucose cue (dos Reis et al., 2017).

Besides the cAMP/PKA pathway, the TOR pathway was suggested
to regulate the expression of cell wall degrading enzymes in response to
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lignocellulosic material in A. nidulans (Brown et al., 2013) and in N. crassa
(Xiong et al., 2014). In A. nidulans, one TOR kinase was identified and
named TorA. As an exception, there is only one gene coding for TOR in
that fungus compared to other fungi (Fitzgibbon, Morozov, Jones, &
Caddick, 2005). The A. nidulans homolog of the known TOR target Sch9
(Urban et al., 2007) was identified and named SchA (Brown et al., 2013).
Using deletion mutants, it was proved that SchA and SnfA have synergistic
roles in the regulation of CreA de-repression. Interestingly, both SchA and
SnfA are involved in induction of endoglucanases EglA and EglB which
contribute to the extracellular endocellulase activity (Brown et al., 2013).

In A. nidulans, CreA is at the center of all attention. Recently, another
level in the regulation of carbon catabolite repression was identified involv-
ing ubiquitination process. Indeed, the F-box protein Fbx23, being a part of
SCF complex, was highlighted to interact with CreA/SsnF/RcoA complex
through the GskA protein kinase (de Assis et al., 2018). Previously, CreA
was shown to be regulated by the CreB—CreC deubiquitination complex
which prevents ubiquitination of CreA and so proteasome degradation
(Lockington & Kelly, 2002). To better understand the interplay between
the two components of that regulation system, additional studies will be
required.

4. A role for TOR in basidiomycete “white-rot” fungi

White-rot fungi term refers to fungi which are able to decay all
the polymers from wood including lignin. Most of them belong to
the Basidiomycetes and more precisely Agaricomycetes class. The first
enzyme involved in lignin degradation has been characterized in the
Basidiomycete Phanerochaete chrysosporium (Tien & Kirk, 1983). Since, a large
set of enzymes was described to be involved in lignin degradation and is
classified as AA for enzymes with Auxiliary Activities in the CAZYmes
database (Levasseur et al., 2013; Lombard et al., 2014). AA enzymes are
not restricted to white-rot fungi and can be found in brown-rot fungi (which
modify lignin to have access to polysaccharides) or even soft-rot fungi.
Evolution of lignin decomposition system will be discussed (Floudas,
2021) and lignin degradation by soft-rot Ascomycetes will be described
(Ferrari, Gautier, & Silar, 2021). Here we will focus on current knowledge
in white-rot fungi of the signaling pathways described in previous paragraphs
(Fig. 3).
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Fig. 3 TOR and Carbon Catabolite Repression regulators are involved in wood degra-
dation in white-rot fungi. Wood decay by white-rot fungi release glucose, other sugars
and various molecules from lignin degradation (not represented on the schema). In
addition, woody materials are considered as low nitrogen source. TOR signaling path-
way, represented by the Tor kinase on the schema, and carbon catabolite repression
regulators, Snf1 and CreA, are retrieved in white-rot fungi. In response to glucose, reg-
ulation of CreA by Snf1 occurs and a role for CreA in the regulation of genes coding for
secreted glycosyl hydrolases has been demonstrated to date. TOR is known to integrate
nitrogen signaling and in the context of wood degradation, glucose could be also per-
ceived as a signal molecule. Moreover, a role for TOR on secreted protease was dem-
onstrated in another Basidiomycete. Interplays between those signaling pathways
and their potential activities remain to be decipher. Check marks represent conserved
interactions/interplays while question marks represent putative ones.
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4.1 A carbon catabolite repression program in white-rot
basidiomycete fungi?

White-rot basidiomycete fungi attracted particular interest due to their
ability to degrade all woody components. They produce and secrete a set
of enzymes involved in the degradation of all components of wood. The
enzymes and chemical mixes secreted by the fungus are called secretomes
and are studied through proteomic and metabolomic tools. Earlier studies
of those secreted enzymes by rot fungi were done by comparing culture con-
ditions with lignocellulose materials compared to glucose. It was shown that
the secretome complexity increases when fungi are cultivated on complex
carbon sources compared to glucose (Wymelenberg et al., 2010, 2011).

A first evidence of a carbon catabolite repression program aftecting secret-
ome composition has been found in the white-rot fungus Dichomitus squalens
(Daly et al., 2019). To investigate secretome composition, two complex
sources of carbon as Avicel and Xylan were used in the culture medium with
or without glucose. The results showed that the presence of glucose in
the medium led to a drastic repression of “almost half” (108/233) of the
CAZyme coding genes (Daly et al., 2019). In the white-rot fungus Pleurotus
ostreatus, a recent study highlighted a new level of regulation in secretome
composition (Alfaro, Majcherczyk, Kues, Ramirez, & Pisabarro, 2020).
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Comparison of secretome complexity was performed using woody material
(Populus alba sawdust) or glucose as carbon sources. It resulted in higher
diversity of secreted proteins in response to woody material and highlighted
a correlation between secretome complexity and secretion of CAZymes
from various families. Interestingly, glucose added to the woody material
showed a decrease in secretome complexity. Indeed, secreted enzymes
involved in cellulose and hemicellulose degradation are less various and lead
to the conclusion that the presence of glucose in the medium could repress
the expression of enzymes involved in wood degradation (Alfaro et al.,
2020). Interestingly, enzymes involved in lignin degradation were not
affected by the glucose-induced carbon catabolite repression in both studies
(Alfaro et al., 2020; Daly et al., 2019).

In rotting fungi from the Basidiomycota phylum, the data on signaling
pathway are scarce. In Ganoderma lucidum, homologs of the Snfl kinase and
CreA transcription factor were identified (Fig. 3). In this fungus, Snfl phos-
phorylation status appears to respond to carbon sources and regulates CreA
at the transcriptional level and cellular re-localization. Together, Snfl and
CreA were shown to regulate expression of cellulase coding genes (Hu
et al., 2019, 2020). Indeed, in strains impaired for both Snfl and CreA,
the cellulase activity was reported to be lower than in WT (Hu et al.,
2020). Interestingly, this result suggests that regulatory pathways indepen-
dent of Snfl-CreA exist in G. lucidum to modulate cellulase activity as
well. In addition, a TOR signaling pathway was described in this fungus
where a function in the cell wall integrity maintenance was shown to
involve a Slt2-MAPK pathway (Chen et al., 2019). In the white-rot fungus
P. chrysosporium, the TOR pathway is also conserved and inhibition of
TOR activity using rapamycin has been shown to affect secretome compo-
sition (Nguyen et al., 2020). Secretome analyses were performed with or
without sugar and revealed changes in protein composition. Interestingly,
rapamycin treatment with or without sugar in the medium, induced secret-
ome differences in both conditions.

Altogether, those results indicate the involvement of a carbon catabolite
repression pathway in white-rot fungi as well. Some of the elements
involved in those signaling cascades were identified while others remain
to be investigated (Fig. 3).

4.2 Involvement of nitrogen perception in wood decay?

Considering wood composition, nitrogen sources are scarce. Decaying
wood was during a long time considered as a nitrogen deprived condition



166 Delphine Noél et al.

for fungal growth (Levi & Cowling, 1969). In the white-rot fungus
P. chrysosporium, proteases were found induced and secreted under cellulo-
lytic condition (Wymelenberg et al., 2009). In addition, proteases were
found in various secretome studies and difterent fungi (Staszczak, Nowak,
Grzywnowicz, & Leonowicz, 1996). It was suggested that those enzymes
are involved in decomposition of surrounding organic matter and in the
recycling of the enzymes secreted to degrade the wood. Interestingly, they
are not repressed by glucose induced catabolite repression (Alfaro et al.,
2020; Daly et al., 2019) and can be considered as markers of nitrogen dep-
rivation. In the only analysis of secretome under TOR inhibition, proteases
were found regulated during the inhibition of TOR by rapamycin (Nguyen
et al., 2020). In addition, there is one evidence in the literature that in the
tungus Candida albicans, the TOR signaling pathway controls the secreted
protease Sap2 (Chen et al., 2012). This control occurs at the transcriptional
level and affects also Sap2 protein levels.

In S. cerevisiae, interplays between nitrogen deprivation and TOR sig-
naling pathway were described (Loewith & Hall, 2011). Indeed, TORC1
perceives amino acid availability throughout the EGO complex (Exit from
rapamycin-induced GrOwth arrest) located on the vacuolar/lysosomal
membrane (Binda et al., 2009; Gonzalez et al., 2020). In presence of nitro-
gen, TORCI1 is activated and phosphorylates Tap42 which binds to the
phosphatase Sit4. In parallel, Ure2 retains the transcription factor/activator
GIn3 in the cytoplasm under a phosphorylated form. In absence of nitrogen,
TORCI1 is inactivated leading to the dissociation of Sit4 from Tap42. Sit4 is
then activated and dephosphorylates GIn3 which dissociates from Ure2.
That dissociation leads to the translocation of GIn3 to the nucleus and
activates the transcription of genes involved in efficient nitrogen use, for
review (Crespo & Hall, 2002). The phosphorylation status of GIn3 is also
under control of Snfl kinase activity (Bertram et al., 2002). To date, only
one Ure2 homolog was studied in P. chrysosporium among all components
described previously in white-rot fungi (Bchini, Girardet, Sormani, Gelhaye,
& Morel-Rouhier, 2021; Roret et al., 2015; Thuillier et al., 2013) although
no evidence for a role in nitrogen signaling has been reported.

In P. chrysosporium, nitrogen limitation is involved in production of
oxidative enzymes which contribute to lignin degradation (Faison &
Kirk, 1985). Indeed, transcriptional activation of lignin peroxidase coding
genes occurs in response to nitrogen deprivation (Li, Alic, & Gold, 1994;
Stewart & Cullen, 1999). Now that the listing of enzymes involved in
lignin degradation is far more detailed, nitrogen is one of the first parameter
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tested to optimize enzyme production in the fungal cultures (Martani,
Beltrametti, Porro, Branduardi, & Lotti, 2017). Once again, work has to
be done to decipher signaling pathways activated in response to low nitrogen
(Fig. 3).

5. Conclusion

In forest, wood decaying fungi have an important ecological role in
scavenging all the dead material falling to the ground. Wood is a very specific
ecological niche to grow: rich in sugar polymers, poor in nitrogen and a
highly toxic environment due to the presence of extractives and lignin deg-
radation products. Thanks to the work done in S. cerevisiae and other
Ascomycetes, we have some knowledge on how the response to that specific
environment occurs at the molecular level. In comparison, what we know
for Basidiomycetes and specifically for white-rot fungi is limited but
ongoing. A better understanding on how those fungi cope with this envi-
ronment and what they perceive will allow us to better manage forest soil
and can lead also to better choices in biotechnological applications.
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Chapitre III : Mécanismes de dégradation de la lignine et détoxication

des extractibles du bois par les champignons

1. Structure et composition de la lignine

Apres la cellulose et les hémicelluloses, la lignine constitue le troisiéme composé majeur des parois des
cellules végétales (Sjostrom, 1993). La lignine forme des liaisons avec les polyméres de cellulose et
d’hémicellulose ce qui confére une résistance mécanique au bois et protége les polysaccharides de la
dégradation par des agents biologiques (Sanchez, 2009). Il s’agit d’un hétéropolymeére aromatique et
constitue ainsi la partie non saccharidique du bois. Néanmoins, plusieurs composés aromatiques sont
retrouvés également sur les chaines latérales des polymeéres d’hémicellulose et de pectine au sein du
bois (Ishii, 1997).

La majorité des composés aromatiques du bois est issue de la voie de biosynthése du shikimate. Cette
derniére se compose de 7 réactions enzymatiques et résulte en la formation de chorismate qui est un
précurseur commun pour la biosynthése des acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine et

tryptophane) (Fig. 18) (Tohge et al., 2013; Tohge et Fernie, 2017).
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Voie de biosynthése du chorismate
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Figure 18. Voies de biosynthése du shikimate et de la phénylalanine. Les noms complets des
abréviations sont les suivants : DAHPS (Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase), DHQS (3-
déshydroquinate synthase), DHQD (3-déshydroquinate déshydratase), SD (Shikimate déshydrogénase),
SK (Shikimate kinase), EPSPS (5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase), CS (Chorismate
synthase), CM (Chorismate mutase), PAT (Prephenate aminotransferase)) ADT (Arogenate
dehydratase), PDT (Prephenate dehydratase) et PPY-AT (Phenylpyruvate aminotransferase) (adapté de
Tohge et Fernie, 2017).

Parmi ces acides aminés aromatiques, la phénylalanine constitue le précurseur commun de la voie des
phénylpropanoides (composés issus de la phénylalanine) dont sont issus les composés initiateurs de la
lignine appelés monolignols (Tohge ef al., 2013; Tohge et Fernie, 2017). L’assemblage de la lignine a
lieu par le couplage radicalaire de trois monolignols, dénommés alcool paracoumarylique, alcool
coniférylique et alcool sinapylique, qui sont a I’origine des unités constitutives de la lignine. Ces
derniéres sont appelées unité H (hydroxyphényle), G (guaiacyle) et S (syringyle) (Fig. 19) (Higuchi,
2000).

71



A
OH

Alcool
p-coumarylique

~ OH

OH
Alcool
coniférylique

_OH

HCO™ =~ OCH,
oH

Alcool
sinapylique

Polymérisation oxydative

¥

Lignine

Unité H

v

Lignine:

l

Lignine

HiCO 5~ OCH,

Unité S

R = H ou chaine alkyle en C3.
Figure 19. Structure des monolignols (précurseurs des lignines) et des unités constitutives de la
lignine apreés polymérisation (Jouanin et Lapierre, 20006).

Le couplage radicalaire des monolignols est aléatoire ce qui résulte en un polymeére complexe et
amorphe présentant différents types de liaisons (liaisons carbone-carbone et carbone-oxygene). La
lignine comprend majoritairement des liaisons B-O-4 (45 a 50% chez les coniféres et 60 a 62% chez les
feuillus) mais également divers types de liaisons tels que des liaisons a-O-4, 5-5, p—, 4-O-5, B-5, et B-
1 qui donnent lieu a différentes structures (Fig. 20 et 21 ; Tableau 4).
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Figure 20. Représentation des liaisons impliquées dans les polymeéres de lignine (Guadix-Montero

et Sankar, 2018).
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Figure 21. Représentation des structures majeures retrouvées dans les polymeres de lignine. Les
liaisons impliquées dans le couplage radicalaire des monolignols sont représentées en gras et indiquée
en dessous du nom de la structure (adapté de Guadix-Montero et Sankar 2018; Ralph er al. 2004).

Tableau 4. Occurrence des différentes structures et liaisons au sein des polyméres de lignine dans
les bois de feuillus et coniféres (Guadix-Montero et Sankar, 2018).

Dibenzodioxocin
p-aryl ether Phenylcoumaran Resinol Biphenyl Spirodienone Diaryl ether
[5-5/p-0-4 (0-O- _
[-0-4] [B-5 (0-O-4)] [B- B (-O-a]] [5-3] 9] [p-1] [4-0-3]
Conifére (%o) 45-50 8-12 26 - 5-7 1-9 2
Feuillus (%) 60-62 3-11 3-16 - <1 1-7 2

A la différence des polysaccharides du bois, ces liaisons ne sont pas hydrolysables et contribuent ainsi
a la rigidité et a la résistance des polymeres de lignine face aux micro-organismes dégradeurs de bois.
Bien que les précurseurs de la lignine soient des composés phénoliques, ce polymére aromatique est
principalement non phénolique di a I’ éthérification fréquente des fonctions hydroxyles des groupements
phénols (Ralph ez al., 2004). La dégradation de la lignine nécessite ainsi I’action d’enzymes oxydatives
et de radicaux capables d’agir de maniere non spécifique et d’oxyder les structures phénoliques et non

phénoliques de la lignine (Hatakka et Hammel, 2011).
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De par sa complexité et sa liaison aux polysaccharides du bois, la composition chimique exacte de la
lignine reste difficile a établir (Amthor, 2003). Néanmoins, des différences en terme d’abondance et de
composition en lignine ont été identifiées entre les feuillus et les coniferes (Sjostrom, 1993). En effet,
un contenu plus important en lignine a été décrit chez les coniféres en comparaison aux feuillus (26 a
32 % du poids sec du bois chez les coniferes contre 20 a 25 % chez les feuillus). De plus, les unités
phénylpropanoides de type guaiacyle sont prédominantes chez les coniféres contre une prédominance
des unités de type guaiacyle et syringyle chez les feuillus. En revanche, les unités de type p-
hydroxyphényle sont décrites comme minoritaire au sein des deux sous-embranchements (Sjostrom,

1993).

2. Dégradation des polymeres de lignine

Pour dégrader les héteropolymeéres de lignine présents dans la biomasse lignocellulosique, les
champignons dégradeurs de bois requicrent des systeémes de dégradation extracellulaires oxydatifs et
non spécifiques. Ce sont des études menées sur le champignon de pourriture blanche P. chrysosporium
qui ont permis de comprendre les mécanismes impliqués dans la dégradation de la lignine. En effet, les
premiéres enzymes ligninolytiques ont été identifiées chez ce champignon (ex : lignine peroxydase et
mangangése peroxydases) (Glenn et al., 1983; Glenn et Gold, 1985; Tien et Kirk, 1983). Les enzymes
ligninolytiques sont généralement classées en 3 catégories : les peroxydases de type II, les phénol
oxydases (laccases) et les dye-decolorizing peroxydases (étudiées principalement chez les bactéries). La
capacité de dégradation des polymeéres de lignine a été principalement corrélée a la sécrétion de
peroxydases de type II (Hatakka, 1994; Morgenstern et al., 2008). Les peroxydases de type Il ont été
identifiées chez les champignons de pourriture blanche et incluent 3 types de peroxydases : les lignine
peroxydases, les manganése peroxydases et les versatile peroxydases. Une analyse comparative des
génomes de champignons de pourriture a permis de mettre en évidence la perte de ces enzymes chez les
champignons de pourriture brune (Tableau 1) (Floudas et al., 2012). Chez les Ascomycétes
(champignon de pourriture molle), des analyses phylogénétiques ont permis d’identifier trois classes de
peroxydase de type II chez des Pézizomycetes nécrotrophes ou hémibiotrophes (Mathé et al., 2019).
Des divergences entre les peroxydases de type I d’Ascomycetes et de Basidiomycétes (ex : résidus
impliqués dans le transfert d’¢lectrons et position des cystéines conservées) ont été reportées et
suggerent des fonctions différentes entre ces deux embranchements. Néanmoins, ces enzymes sont
potentiellement impliquées dans la dépolymérisation de la lignine pour permettre I’infection des cellules

hotes par des champignons pathogenes (Mathé et al., 2019).
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2.1  Les peroxydases de type 11
2.1.1  Les lignine peroxydases

Les lignine peroxydases (AA2) sont des glycoprotéines a héme avec une masse moléculaire comprise
entre 38 et 46 kDa (Pollegioni ef al., 2015). Ce sont les premiéres enzymes qui ont été identifiées avec
un réle dans la dépolymérisation oxydative de la lignine. La premicre LiP a été identifiée dans le
sécrétome de P. chrysosporium en réponse a un milieu carencé en azote (Glenn et al., 1983; Tien et
Kirk, 1983). Depuis, de nombreux isoformes de lignine peroxydases ont été identifiées chez ce
champignon (10 isoformes) et les champignons de pourriture blanche (Kersten et Cullen, 2007). Le
cycle catalytique des LiPs est typique de celui des peroxydases a héme et peut étre décomposé en deux
étapes (Wong, 2009) (Fig. 22) :

- La premiére étape implique une oxydation a deux électrons de ’enzyme ferrique (Fe**) par
réaction avec du peroxyde d’hydrogéne. Cette étape génére un composé intermédiaire appelé
LiP-I.

- La deuxieme étape consiste en deux phases successives de réduction a un électron. La premiére
réaction permet la réduction du composé I avec un substrat réducteur (ex : alcool vératrylique),
ce qui génere un composé II et un cation radical. La seconde réaction permet la réduction du
composé Il avec un substrat réducteur (ex : alcool vératrylique) générant un second cation
radical et le retour de I’enzyme sous sa forme native a 1’état d’oxydation ferrique. Les cations
radicaux générés lors du processus catalytique des LiPs permettent ainsi la formation de

radicaux au sein des polymeéres de lignine conduisant a sa dépolymérisation et modification.

H20, H.0

o
(LiP)P-Fe™  \ 4 (LiP)P-Fe™=0

LiP native Composé |

o @ alcool alcool ®

ngnlne vératrylique vératrylique Lignine

Lignine alcool alcool @ ><
vératrylique (LIP)P Fe(w)_o vératrylique Lignine

Composé I

Figure 22. Cycle catalytique des lignine peroxydases. Les LiPs contiennent une protoporphyrine (P)
de Fe*'. Une premiére étape d’oxydation de ’enzyme ferrique a lieu avec du peroxyde d’hydrogéne
suivie de deux étapes de réduction conduisant a un retour de I’enzyme sous sa forme native et la
génération de cations radicaux. Les ronds rouges correspondent a des réactions d’oxydation des
composes.

Lors de la dégradation des polymeéres de lignine, 1’alcool vératrylique (Fig. 23) joue un réle important
dans le processus catalytique des LiPs chez les champignons de pourriture blanche. En effet, ¢’est un
médiateur redox des LiPs et la présence d’alcool vératrylique a été corrélée avec une augmentation de

I’activité des LiPs chez P. chrysosporium (Christian et al., 2005; Goodwin ef al., 1995; Harvey et al.,
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1986). L’oxydation de I’alcool vératrylique par les LiPs permet ainsi la génération de cation radicaux
qui sont impliqués dans I’oxydation des polymeres de lignine et conduisent a leur fragmentation (Teeri

et Henriksson, 2009).

CH

/CH3

CHj3
Figure 23. Structure de I’alcool vératrylique.

Durant la dégradation des polymeres de lignine, les LiPs sont capables d’oxyder une variété de composés
incluant des composés phénoliques (guaiacol, alcool wvanillique, catéchol, acide syringique,
acétosyringone, etc.) et non phénoliques (ex : alcool vératrylique, composés modeles de lignine f-O-4
et diarylpropane) (Harvey et Palmer, 1990; Kirk et al., 1986; Leisola et al., 1985; Umezawa et Higuchi,
1989). L’oxydation des composés phénoliques conduit a la formation de radicaux phénoxy. En présence
d’oxygene, ces radicaux peuvent donner des produits de clivage des noyaux aromatiques. L’oxydation
des composés non phénoliques conduit a la formation de radicaux aryl cations. Ces radicaux peuvent
subir diverses réactions telles que des clivages de chaine latérale, déméthylation, addition

intramoléculaire et des réarrangements (Fig. 24 et 25) (Makeld ef al., 2015).

a4

Composé phénolique Radicaux phénoxy
Composé non phénolique Radicaux aryl cations

Figure 24. Représentation des structures de composés aromatiques phénoliques et non
phénoliques et des radicaux correspondants aprés des réactions d’oxydation. L.’oxydation des
composés phénoliques et non phénoliques conduit a la formation de radicaux cations et de radicaux aryl
cations respectivement (Hofrichter, 2002).
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Figure 25. Clivage de la liaison p-O-4 par les LiPs a partir d’un composé modéle de lignine non
phénolique P aryl éther (Pollegioni ef al., 2015).

L’alcool vératrylique joue un réle particuliérement important dans ces processus par sa capacité a
protéger les LiPs de I’inactivation (formation du composé¢ LiP-III). Il est capable de convertir
directement le composé LiP-III et de restaurer I’enzyme sous sa forme native (Wariishi et Gold, 1989).
En effet, I’oxydation des composés phénoliques par les LiPs a été associée a une accumulation de
compos¢ LiP-III et ainsi a une diminution de leur activité enzymatique (Harvey et Palmer, 1990). A la
différence de 1’alcool vératrylique, les radicaux phénoxy issus de 1’oxydation des composés phénoliques
sont incapables de convertir le composé LiP-III et ainsi de restaurer la forme native de I’enzyme (Chung

et Aust, 1995).

2.1.2  Les manganése peroxydases

Les manganése peroxydases (AA2) sont des glycoprotéines a héme avec une masse moléculaire
comprise entre 40 et 50 kDa. La premiére MnP a été purifiée a partir du milieu extracellulaire de P.
chrysosporium (Glenn et Gold, 1985). 1l a été démontré que I’expression des MnPs est régulée par la
présence de Mn*" dans le milieu de culture. Le cycle catalytique des MnPs est semblable a celui des
peroxydases a héme avec la particularité d’utiliser les ions Mn?" comme substrat réducteur. Le cycle
catalytique des manganese peroxydases se déroule de la maniere suivante (Fig. 26) (Wong, 2009) :
- L’enzyme ferrique est oxydée par du peroxyde d’hydrogéne ce qui génére un composé
intermédiaire contenant un atome de fer sous forme Fe** nommé MnP-1.
- La réduction du composé MnP-I en composé MnP-II a lieu grace a la présence de donneurs
d’électrons qui peuvent étre des ions Mn** ou des composés phénoliques, générant des ions
Mn** ou des radicaux phénoxy respectivement. En revanche, la réduction du composé MnP-I1
se fait obligatoirement par des ions Mn?" ce qui permet un retour de I’enzyme ferrique sous sa
forme native et la génération d’ions Mn** (Wariishi ez al., 1988). Les ions Mn*" et les radicaux
phenoxy seront alors impliqués dans 1’oxydation des polyméres de lignine conduisant a leur

fragmentation et modification.
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Figure 26. Cycle catalytique des manganése peroxydases. Les MnPs contiennent une protoporphyrine
(P) de Fe**. Une premiére étape d’oxydation de I’enzyme ferrique a lieu avec du peroxyde d’hydrogéne
suivie de deux étapes de réduction conduisant a un retour de 1’enzyme sous sa forme native et la
génération d’ions Mn*" ou de radicaux phénoxy. Les ronds rouges correspondent a des réactions
d’oxydation des composés.

Lors de la dégradation du bois, les champignons sécrétent des acides dicarboxyliques (ex : oxalate,
malonate). Ces derniers permettent notamment de chélater et stabiliser les ions Mn*" générés lors du
cycle catalytique des MnPs (Wariishi et al., 1992). Les complexes chélateur — Mn*" agissent ainsi
comme des oxydants diffusibles et sont capables d’oxyder divers substrats phénoliques, des acides
carboxyliques et des lipides insaturés ce qui génére des radicaux organiques (Hofrichter, 2002). Les
radicaux phénoxy issus de I’oxydation des composés phénoliques peuvent alors subir diverses réactions
résultant en la formation de produits de clivage des noyaux aromatiques et ainsi la production de CO, et

d’acides organiques (ex : formate) (Fig. 27).
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Figure 27. Mécanisme d’action des MnPs sur des composés phénoliques présents dans les
polyméres de lignine conduisant a la formation de CO;. Les MnPs oxydent un groupement
phénolique qui est converti en radical phénoxy. Ce dernier est présent sous différentes formes
mésomeriques (radicaux centrés sur le carbone). Des acides organiques (ex : oxalate) sont oxydés en
présence d’O, conduisant a la formation de radicaux qui peuvent libérer des ions superoxyde. Ces
derniers réagissent avec des radicaux centrés sur le carbone conduisant a la formation d’un éther
peroxyde instable qui subit de maniére spontanée un clivage du noyau aromatique. Cela conduit a la
formation d’une structure aliphatique contenant un groupe carboxylique. Ces derniers sont sujets a une
nouvelle action des MnPs conduisant & la formation de CO» et d’acides organiques (Hoftrichter, 2002).

78



Les MnPs sont également capables d’oxyder les structures non phénoliques de la lignine par des
réactions de peroxydation lipidique. En effet, I’oxydation de lipides insaturés génére des radicaux
peroxyl qui sont impliqués dans la dégradation des liaisons Ca — CP et B-aryl ether présentes dans les

structures non phénoliques de la lignine (Bao ef al., 1994; Jensen et al., 1996; Kapich et al., 1999).

2.1.3  Les versatile peroxydases

Les versatile peroxydases (AA2) sont des protéines hybrides présentant des similarités avec les LiPs et
les MnPs. La premiére versatile peroxydase (PS1) a été décrite chez le champignon de pourriture blanche
Pleurotus eryngii (Camarero et al., 1999). Le modele structural de cette enzyme a permis d’identifier
une forte similarité structurale de PS1 avec les LiPs et un site de liaison aux ions Mn?". Cette étude a
ainsi permis de montrer le double mécanisme de ces enzymes basé sur I’oxydation des ions Mn**

Mn** (caractéristique des manganése peroxydases) et leur capacité a oxyder des composés aromatiques
non phénoliques par un transfert d’électron intramoléculaire a longue distance (LRET) (caractéristique
des lignine peroxydases) (Camarero et al., 1999). Le cycle catalytique des versatile peroxydases
constitue ainsi une combinaison des cycles catalytiques des LiPs et des MnPs. En effet, les donneurs
d’électrons impliqués dans leur cycle catalytique peuvent étre des ions Mn?" et des composés
aromatiques phénoliques ou non phénoliques (Fig. 28) (Camarero et al., 1999). Ces peroxydases sont
ainsi capables d’oxyder les structures phénoliques et non phénoliques des polymeéres de lignine résultant

en leur dépolymérisation et modification.
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Figure 28. Cycle catalytique des versatile peroxydases. Les VPs contiennent une protoporphyrine (P)
de Fe*'. Une premiére étape d’oxydation de ’enzyme ferrique a lieu avec du peroxyde d’hydrogéne
suivie de deux étapes de réduction conduisant a un retour de I’enzyme sous sa forme native et la
génération de radicaux. Les ronds rouges correspondent a des réactions d’oxydation des composés.

2.2 Les laccases

Les laccases (AA1_1) appartiennent a la famille des multi-copper oxydases. Elles sont impliquées dans
différents processus tels que la sporulation, la production de pigments, la formation de 1’appareil
reproducteur et les interactions plantes - pathogénes (Alcalde, 2007). A la différence des peroxydases,
les laccases catalysent des réactions d’oxydation a 1 électron en utilisant 1’0, comme accepteur

d’¢électron. Elles sont capables d’oxyder une variété de substrats aromatiques et phénoliques (ex : ortho
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et para-diphénol, methoxy-substituted phenols, polyphénols) générant ainsi des radicaux phenoxy (Fig.
29) (Thurston, 1994). Ces radicaux entrainent le clivage de liaisons C-C, B-aryl éther et le clivage de
noyaux aromatiques présents dans les structures des polymeéres de lignine. Les laccases sont également
capables d’oxyder des composés non phénoliques avec la nécessité de médiateur redox. Cela a d’abord
été démontré via [’utilisation de composés synthétiques tels que I’ABTS (2,2’-azinobis-3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) et le HBT (1-hydroxybenzotriazole) (Bourbonnais et Paice, 1990;
Hirai et al., 2006). Des composés issus de la dégradation de la lignocellulose ont également été identifiés
avec des propriétés de médiateur redox pour les laccases (Camarero et al., 2005). C’est le cas par
exemple de 1’acétosyringone et du syringaldéhyde qui permettent la décoloration de colorants
industriels, la transformation de fongicide et la dégradation d’hydrocarbures par le systéme laccase —

médiateur (Campos et al., 2001; Johannes et Majcherczyk, 2000; Kh et al., 2002).

®
0, Laccase Médiateur Lignine
H,0 Laccase Médiateur Lignine
Figure 29. Cycle catalytique des laccases. Les laccases sont capables d’oxyder des composés

phénoliques et non phénoliques avec la présence de médiateurs redox générant des radicaux. Les ronds
rouges correspondent a des réactions d’oxydation des composés.

2.3 Enzymes impliquées dans la production extracellulaire de peroxyde d’hydrogéne

La dégradation de la biomasse lignocellulosique et plus particuliérement de la lignine requiérent
également la sécrétion d’oxydases impliquées dans la génération extracellulaire de H,O». En effet, le
peroxyde d’hydrogéne initie le cycle catalytique des peroxydases a héme (champignons de pourriture
blanche) et la réaction de Fenton (champignon de pourriture brune). Ces oxydases sont représentées par
deux super-familles : les oxydoréductases glucose-choline-methanol (AA3) et les copper radical
oxydases (AAS).

La superfamille des oxydoréductases glucose-choline-methanol comprend 4 grandes familles : les aryl
alcohol oxydases (AAO), les méthanol oxydases (MOX), les pyranose oxydases (P20) et les glucose
oxydases (GOX). Parmi ces oxydoréductases, les AAO et P20 jouent un rdle important dans la
dégradation de la biomasse lignocellulosique chez les champignons de pourriture blanche (ex :
Bjerkandera adusta, Pleurotus species, P. chrysosporium) (Gutiérrez et al., 1994; Romero et al., 2009;
Volc et al., 1996). En revanche, elles ne semblent pas impliquées dans les mécanismes de dégradation
utilisés par les champignons de pourriture brune (Martinez ef al., 2009).

La superfamille des copper radical oxydases est représentée principalement par les glyoxal oxydases.
Elles oxydent des aldehydes simples (ex : glyoxal et methylglyoxal) en leur acides carboxyliques
correspondants avec la réduction de O, en H>O, (Whittaker et al., 1996). Ces oxydoréductases ont un

role important dans la formation de H»O; chez les champignons de pourriture blanche (activité des
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peroxydases) et brune (réaction de Fenton). Chez P. chrysosporium, une corrélation entre la production
d’aldéhydes simples (glyoxal et méthylglyoxal) et I’activité ligninase a été¢ démontrée (Kersten et Kirk,
1987). Chez P. placenta, deux geénes codant des copper radical oxydases (Ppl56703 and Ppl130305)
sont potentiellement associés a la réaction de Fenton en présence de cellulose crystalline et d’extraits de
peuplier (Martinez et al., 2009). Bien que le role de ces enzymes ait été étudié dans les processus de
dégradation de la lignine, une étude récente a mis en évidence le réle d’une alcohol oxydase et de son
partenaire redox dans la pathogénicité du champignon Colletotrichum orbiculare durant la pénétration

de son hoéte (Bissaro et al., 2022).

3. Les extractibles : source de composés antifongiques

En complément des polymeres de lignine, de nombreux composés aromatiques sont retrouvés au sein
du bois. Ces composés sont nommés extractibles et peuvent &tre extraits par l'action de différents
solvants comme leur nom I’indique. Ils sont produits en tant que métabolites spécialisés et ont un role
dans la protection du bois face a des agressions biotiques (ex : attaques par des pathogenes) et abiotiques
(ex : rayonnement UV) (Nascimento ef al., 2013). Les extractibles sont é¢galement impliqués dans
diverses propriétés du bois telles que la couleur, I’odeur et les propriétés acoustiques. Ils constituent
généralement 2 a 8 % de la biomasse du bois et davantage dans le cas d’espéces tropicales. Cependant,
la composition des bois en extractibles peut varier en fonction du tissu, l'origine géographique, la saison
de récolte et est spécifique a chaque espéce (Kebbi-Benkeder et al., 2015). Par ailleurs, les
concentrations en CO, et la température influent sur la quantité totale en extractibles d’un bois
(Kilpeldinen et al., 2005). Les principaux composants des extractibles de bois peuvent étre répartis en
trois grandes familles telles que les composés phénoliques, les terpénes et les composés aliphatiques

(Jansson et Nilvebrant, 2009).

3.1 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des composés aromatiques caractérisés par la présence de groupements
phénols et sont issus de la voie des phénylpropanoides (Tohge et Fernie, 2017). Au sein de cette famille,
plusieurs classes d’extractibles ont été définies incluant des composés phénoliques non polymérisés (ex

: flavonoides, stilbénes) et des composés phénoliques polymérisés (ex : lignanes, tannins) (Fig. 30).
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Figure 30. Voie de biosynthése des composés phénoliques dérivés de la phénylalanine chez les
végétaux. Ces composés phénoliques incluent différentes familles d’extractibles tels que les flavonoides
(isoflavones, flavones, flavonols et anthocyanines), les tannins, les unités phénylpropanoides donnant
lieu aux lignanes ainsi que les unités constitutives de la lignine. Les noms complets des abréviations
sont les suivants : PAL (phenylalanine ammonia-lyase); C4H (cinnamate-4-hydroxylase); 4CL (4-
coumarate CoA ligase); CAD (cinnamoyl-alcohol dehydrogenase); FSH (ferulate 5-hydroxylase); CCR
(cinnamoyl-CoA reductase); CCoAOMT (caffeoyl/CoA-3-O-metheltransferase); CHS (chalcone
synthese); CHI (chalcone isomerase); F3H (flavanone 3-hydroxylase); F3'H (flavonoid-3'-hydroxylase);
F3GT (flavonoid-3-O-glycosyltransferase); FOMT (flavonoid O-methyltransferase); FCGT (flavone-C-
glycosyltransferase); FLS (flavonol synthese); F3GT (flavonoid-3-O-glycosyltransferase); DFR
(dihydroflavonol reductase); ANS (Anthocyanidin synthese); AGT (Flavonoid-O-glycosyltransferase);
AAT (anthocyanin acyltransferase); BAN (oxidoreductase|dihydroflavonol reductase like) et LAC
(laccase) (adapté de Tohge et al. 2013).

3.1.1 Les flavonoides

Les flavonoides sont largement distribués dans le régne végétal et sont retrouvés dans toutes les parties
de la plante (ex : bois, écorce, fleurs, fruits, graines). La structure générale de ces composés est décrite
avec un squelette de 15 carbones constitué de deux cycles phényles qui sont reliés entre eux par un
hétérocycle a 3 carbones. En fonction de leur structure chimique, les flavonoides sont classés en six
familles : les flavones, les flavonols, les flavanones, les isoflavones, les flavan-3-ols et les anthocyanines

(Fig. 31) (Kawser Hossain ef al., 2016).
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Figure 31. Représentation des familles de flavonoides en fonction de leur structure chimique.

Les flavonoides sont impliqués dans divers processus physiologiques chez les plantes tels que la
protection contre les rayonnements UV, I’attraction des insectes pollinisateurs, la pigmentation des
fleurs, le transport de 1’auxine et la protection contre des agents pathogenes (Falcone Ferreyra et al.,
2012). Concernant leurs propriétés antifongiques, différents composés ont la capacité d’inhiber la

croissance de champignons pathogénes et de pourriture (Tableau 5) (Valette ef al., 2017).

Tableau 5. Exemples de flavonoides isolés du bois d’espéces végétales présentant des activités
antifongiques (adapté de Valette ef al. 2017).

Espece

Composé Structure Plante Référence

fongique
Acacia Phellinus  (Mihara et

Teracacidine

auriculiformis badius al., 2005)
) (Mihara et

Tetrahydroxyflavanone o 0 A. auriculiformis P. badius
al., 2005)
(Martinez-

Dalbergia T.

Meédicarpine Sotres et

congestiflora versicolor
al., 2012)
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3.1.2 Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés polyphénoliques constitués de deux noyaux benzéniques liés entre eux
par un pont éthyleéne. Ce pont éthyléne permet aux stilbénes d’avoir deux configurations possibles, cis
et trans, bien que généralement les stilbénes sont retrouvés dans une configuration trans. Les stilbénes
sont synthétis€és en réponse a un stress, une blessure, une infection ou des irradiations par UV
(Nascimento et al., 2013). Le role des stilbénes en tant que phytoalexine (substance synthétisée en
réponse a une attaque pathogene) a été mis en évidence principalement par le biais de quelques especes
végétales telles que la vigne ou le pin. Chez ces especes, les stilbenes dérivent principalement du

resvératrol (vigne) ou de la pinosylvine (pin) (Fig. 32) (Chong et al., 2009; Jeandet et al., 2010).

A B
OH O
HO D ~ O HO O X
OH OH
Resvératrol Pinosylvine

Figure 32. Structure du resvératrol (A) et de la pinosylvine (B).

Ces molécules peuvent subir un ensemble de réactions (glycosylations, méthylations, oligomérisations
ou isomérisations) générant ainsi divers composés stilbéniques (Chong et al., 2009). Par exemple, les
coniféres accumulent naturellement des molécules de pinosylvine et pinosylvine 3-O-methyl ether, qui
ont de fortes propriétés antifongiques contre des champignons dégradeurs de bois (Coriolus versicolor
et Gloephyllum trabeum) (Schultz et al., 1992). Par ailleurs, la production de resvératrol et - et 6-
viniférine chez la vigne a été associée a la résistance des cultivars au mildiou (Pezet et al., 2004).

D’autres composés stilbéniques ont été mis en évidence avec des propriétés antifongiques (Tableau 6).
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Tableau 6. Exemples de stilbénes isolés du bois d’espéces végétales présentant des activités
antifongiques (adapté de Valette et al. 2017).

Espece
Composé Structure Plante Référence
fongique

Coniophora
puteana,

Gloeophyllum

OH
O o~ sepiarium,

Picea abies (Hedenstrom

. . HO. S
Isorhapontigenin O
Phlebiopsis
etal.,2016)

OH gigantea,

Serpula

lacrymans

C. puteana;

) G. sepiarium; (Hedenstrom
Picéatannol P. abies

P. gigantea; et al.,2016)

S. lacrymans

Combretum  Pyricularia Maetal.,

caffrum oryzae 2016)

Combrétastatine

3.1.3 Les lignanes

Les lignanes sont largement représentés dans le régne végétal avec plus de deux cents molécules
identifiées (MacRae et Towers, 1984). Ce sont des dimeres composés de deux unités phénylpropane
(C6-C3) reliees par une liaison carbone-carbone a la position 8 (8-8’). Ils présentent des degrés
d’oxydation variés sur la chaine latérale ainsi que différents motifs de substitution sur le noyau phényl
(Teponno et al., 2016). Le terme « néolignane » a été introduit pour inclure les molécules composées de

deux unités phénylpropane liées par un autre type de liaison que C8-C8’ (Fig. 33).
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phenylpropanoid unit 8,8'-bond: lignan structure

8,3"-neolignan

absence of 8,8'-bond:
neolignan structure

Figure 33. Biosynthese des lignanes et néolignanes via la dimérisation d’unités phénylpropanoides
(Zélesék et al., 2019).

Les lignanes ont ét¢ décrits avec plusieurs roles physiologiques chez les plantes tels que antioxydant (ex
: acide nordihydroguaiarétique), biocide (ex : (+)-Haedoxan A) et antiappétent (ex : (-)-Yatein) (Lewis
et Davin, 1999). Différents composés appartenant a la famille des lignanes ont été identifiés avec des

propriétés antifongiques (Tableau 7).

Tableau 7. Exemples de lignanes isolés du bois d’espéces végétales présentant des activités
antifongiques (adapté de Kawamura et al. 2004).

Espece
Composé Structure Plante Référence
fongique
) Gmelina T. (Kawamura
Gmelinol
arborea  versicolor et al. 2004)
) : G. T. (Kawamura
Paulownin He}—{~OH
((;Df o arborea  versicolor et al. 2004)
L o
g o> G. T. (Kawamura
7’-O-ethyl arboreol Him—{-OH
Ay arborea  versicolor et al. 2004)
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3.1.4 Les tannins

Les tannins sont des polyphénols présentant une grande diversité structurale. Ces différences ont permis
de classifier les tannins en 4 familles (Fig. 34) (Khanbabaee et van Ree, 2001) :
- Les gallotannins : ces molécules contiennent des unités galloyl ou des dérivés meta-depsidic qui
sont liés a des unités polyol, catéchine ou triterpénoide.
- Les ellagitannins : ces molécules contiennent au moins deux unités galloyl associées entre elles
par des liaisons C-C.
- Les tannins complexes : ces molécules contiennent une unité catéchine liée de manicre
glycosidique a une unité ellagitannin ou gallotanin.
- Les tannins condensés : ce sont des proanthocyanidines oligomériques et polymériques qui sont

composés par des unités catéchines liées entre elles a des positions spécifiques.

Tannins
Gallotannins Ellagitannins Complex Tannins Condensed
Tannins
HO H (OH)

/ ‘{ (Catechin moiety) ,, _OH
OR OH He. ‘H C
/
/ J\ CH
s ~ OH (©)

)1\/ OH
o/ OrRHO AN ”\/ "~ oH
RO .
7 OH (G)
R = Galloyl moiety (G) OH

or other substituents

(Catechin moiety) ,

Figure 34. Classification des tannins (Khanbabaee et van Ree, 2001).

Ces composés sont retrouvés dans différentes parties de nombreuses plantes supérieures (ex : écorce,
bois, racines, feuilles et graines). Traditionnellement, les tannins ont été utilisés pour la production de
cuir (Falcdo et Aratjo, 2018) et de vin (McRae et Kennedy, 2011). Un intérét anti-microbien émerge
également pour ces molécules avec des propriétés inhibitrices démontrées principalement chez les

bactéries et les levures (Tableau 8) (Latté et Kolodziej, 2000).
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Tableau 8. Exemples de tannins isolés du bois d’espéces végétales présentant des activités
antifongiques (adapté de Latté et Kolodziej 2000).

Espece

Composé Structure Plante Référence
fongique
Pelargonium
C. glabrata;  (Latté et
o HO reniforme o
Corilagine HO C. krusei; C.  Kolodziej
o SSp.
HO 5 ° neoformans 2000)
HG reniforme
on P. reniforme  C. glabrata;  (Latté et
Glucogalline Ho— 2 ssp. C. krusei; C.  Kolodziej
o reniforme neoformans 2000)

3.2 Les terpénes

Les terpénes sont des molécules composées d’unités isoprénes (6 carbones) et sont classifiés en fonction
de leur degré de polymérisation (Fig. 35). Le nombre d’unités isoprénes dans leur structure a ainsi

conduit a la classification de 6 familles (Tableau 9).

A B

Jo 1 3 | ? 9
o—p—0—P—0 % “"o—lln—o—lln—o‘
. _

Figure 35. Structure d’une unité isopréne. (A) Structure de I’isopentényl pyrophosphate (IPP). (B)
Structure du diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP).
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Tableau 9. Classification des terpénes en fonction de leur degré de polymérisation (adapté de
Jansson et Nilvebrant 2009).

Classification
(n = nombre d’unités Structure Exemple
isoprénes)
Monoterpénes (n = 2) : o
P
Menthol
X X X

Sesquiterpeénes (n = 3)

Diterpénes (n = 4) Qigj/\

Triterpénes (n = 6)

Tétraterpénes (n = 8) -

Lycopéne

Polyterpénes (n = 3000
a 6000)

- Latex de I’hévéa

On peut retrouver également des terpénes contenant un ou plusieurs groupes fonctionnels contenant un
atome d’oxygeéne (ex : groupe hydroxyle, carboxyle ou acide carboxylique) qui sont appelés terpénoides
(Jansson et Nilvebrant, 2009). Ils constituent les principaux composants des huiles essentielles et
peuvent étre responsables de propriétés gustatives et odoriférantes comme par exemple le
cinnamaldéhyde (saveur de la cannelle) et le menthol. Parmi ces composés, plusieurs terpénes ont été

identifiés avec des propriétés antifongiques (Tableau 10) (Cheng ef al., 2011).
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Tableau 10. Exemples de terpénes isolés du bois d’espéces végétales et répertoriés avec des

activités antifongiques (adapté de Cheng et al. 2011).

Espece
Composé  Structure Classification Plante Référence
fongique
Alcool (Cheng et
Bornéol ) Cunninghamia konishii  T. versicolor
L monoterpénique al.,2011)
T. versicolor;
Gloeophyllum
< Alcool (Cheng et
Cédrol Ho™ ! ) _ C. konishii trabeum;
H sesquiterpénique al.,2011)
Lenzites
betulina
Endo Alcool T. versicolor ;  (Cheng et
- ) C. konishii
fenchol monoterpénique L. betulina al.,2011)

3.3 Les composés aliphatiques

Les principaux composés aliphatiques du bois sont des acides gras, des alcools gras et des hydrocarbures

(ex : n-alkanes). Les acides gras sont présents dans le bois sous la forme de graisses (esters avec un

glycérol appelés mono-, di- et triglycérides), de cires (esters avec des alcools gras) et de stérols (esters

stéryls) (Jansson et Nilvebrant, 2009). Les alcools gras peuvent étre présents également sous la forme

d’alcools libres. Les principaux acides gras retrouvés dans les essences de bois sont des acides gras

insaturés (ex : acide oléique et linoléique) (Tableau 11 et Fig. 36). Ces derniers ont notamment été

identifiés avec des propriétés antifongiques contre plusieurs champignons pathogenes (ex : Pythium

ultimum, Crinipellis perniciosa) (Walters et al., 2004).

Tableau 11. Composition en acides gras saturés et insaturés dans différents bois d’espéces
végétales (Pinus sylvestris, Picea abies et Betula pendula) (Jansson et Nilvebrant, 2009).

Fatty acid Pine wood (% of |Spruce wood (% of Birch wood (% of
total fatty acids) total fatty acids) total fatty acids)

Saturated:

Palmitic (C16:0) 1.0 3.6 92

17:0ai 0.8 3.0 nd.

Stearic (C18:0) <0.2 0.6 4.9

Lignoceric (C24:0) <0.2 <0.2 8.1

Other saturated” 0.9 2.8 53

Unsaturated:

11-18:1 0.5 2.0 n.a.

Oleic 35.3 25.0 56

Linoleic 40.5 36.4 59.0

Linolenic 0.8 0.9 1.3

Pinolenic 10.6 149 0

20:1 <0.2 <0.2 4.7

5,11,14-20:3 46 3.4 nd.

Other unsaturated 35 4.6 n.d.

Other minor < 0.2 % each (1.5 28 19
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Figure 36. Structure des principaux acides gras insaturés retrouvés dans le bois (Jansson et
Nilvebrant, 2009).

3.4 Importance et propriétés antifongiques des extractibles de bois
3.4.1 Fonctions et biotechnologies

Les métabolites spécialisés jouent un role primordial chez la plante, régissant les interactions entre la
plante et son environnement (stress biotiques et abiotiques). En effet, ces composés remplissent de
nombreuses fonctions incluant [’attraction des insectes pollinisateurs, la protection contre les
rayonnements UV ou encore la protection contre les herbivores et les organismes pathogenes
(Nascimento et al., 2013). Ces différentes propriétés ont ainsi conduit a I’é¢tude de ces composés pour
diverses applications biotechnologiques. Cela inclut a la fois les secteurs pharmaceutique et cosmétique
pour leurs propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires et odorantes, et également les secteurs agro-
alimentaire et de préservation du bois pour lutter contre le développement de champignons nuisibles
(Fig. 37) (Choudhari et al., 2020; Goyal et al., 2022; Monteiro et al., 2019; Redondo-Blanco et al.,
2020; Wozniak, 2022).

» Inflammation de la peau, traitement = Précurseur de l'aspirine, quinine,
de I'acné (e.g. huile de Jojoba). digitoxine (acide salicylic).
+ Parfums (e.g. huile de rose et de * Parkinson (e.g. apomorphine).
lavande). ¢ Alzheimer (e.g. galantamine).
* Eclaircissant de la peau (e.g. huile de * Asthme (e.g. tiotropium).
graine de coriande). = Cancer (e.g. paclitaxel)
Cosmétique Médecine
propriétés anti- Propriétés anti-
inflammatoires, anti« cancéreuse, anti-
oxydantes, odorantes inflammatoires

‘\Foresterie, agro-alimentaire, médecine/
\ propriétés antifongiques

/

/

* Protection du bois de construction (e.g. composés
phénoliques, huiles essentielles).

* Préservation et conservation des aliments (e.g.
thymol, resvératrol, allicin).

* Champignons pathogeénes de I'homme résistants
aux azoles (e.g. composés phénoliques, huiles
essentielles)

Figure 37. Utilisations et recherches de composés bioactifs issus de végétaux dans divers secteurs
industriels (ex : cosmétique, médecine, agro-alimentaire, foresterie). Pour chaque secteur, des
composés phytochimiques actuellement utilisés en industrie ou présentant des propriétés intéressantes
sont proposés en exemple (adapté de Choudhari et al. 2020; Goyal et al. 2022; Monteiro et al. 2019;
Redondo-Blanco et al. 2020; Wozniak 2022).
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La composition et 1’abondance en extractibles sont spécifiques des espéces et corrélée aux conditions
environnementales (Kebbi-Benkeder et al., 2015). Une corrélation entre les extractibles et la durabilité
du bois a ét¢ démontrée notamment par des tests comparatifs de dégradation de bichettes par
champignons ligninolytiques et des termites. Des taux de dégradation plus importants ont été reportés
pour les blichettes dont les extractibles ont été extraits en comparaison a des bilichettes contréles (Kirker
et al., 2013, Wu et al. 2012). Ces résultats ont ainsi permis de mettre en évidence le role protecteur de

ces métabolites dans le bois face a des attaques fongiques.

3.4.2 Propriétés antifongiques et modes d’action

De par leur potentiel biotechnologique, 1’identification de métabolites présentant des propriétés
antifongiques suscite un intérét grandissant. Une molécule définie comme un agent antifongique doit
présenter deux propriétés qui sont : (1) I’inhibition de la croissance des espéces fongiques et (2) une
toxicité minime pour I’organisme héte (Dixon et Walsh, 1996). Depuis des décennies, plusieurs classes
de composés antifongiques synthétiques (ex : benzimidazoles, inhibiteurs de la déméthylation) ont été
utilisées pour lutter contre le développement de champignons pathogénes impliqués dans la dévastation
de cultures agricoles et le développement de maladies chez I’homme (Bhetariya et al., 2017; Lucas et
al., 2015). Cependant, ces molécules peuvent avoir un impact sur la santé humaine et I’environnement.
Ainsi, pour utiliser a bon escient les métabolites spécialisés des végétaux comme composés
antifongiques, il est nécessaire de comprendre le mécanisme d’action de ces molécules, leurs potentiels
effets secondaires et leur spécificité vis-a-vis des champignons. A I’heure actuelle, I’effet antifongique
de ces molécules est dii a cinq mécanismes d’action qui sont : (1) une capacité de piégeage des métaux
et des radicaux libres, (2) une interaction directe avec des enzymes impliquées dans la dégradation du
bois, (3) une perturbation de la paroi et de la membrane plasmique, (4) une perturbation de I’homéostasie

ionique et (5) une activité chaotropique (Valette et al., 2017) (Tableau 12).

92



Tableau 12. Mode d’action des extractibles de bois expliquant leur propriétés antifongiques
(adapté de Valette et al. 2017).

Mode d’action Famille
Molécule Espéce fongique Référence
antifongique d’extractibles
(Diouf et
Tropolone Poria placenta
al., 2002)
Pourritures blanche,
Piégeage de
Terpenes brune, molle et
métaux B-thujaplici hamo: (Yenetal.,
-thujaplicin champignons
2008)
pathogénes (15
especes)
3,4 ,7,8-
Piégeage de Phellinus noxius, P. (Mihara et
tetrahydroxyflavanone Flavonoides
radicaux libres badius al., 2005)
Teracacidine
(Martinez-
Trametes versicolor
Meédicarpine Flavonoides Sotres et
(laccase)
Liaison directe a al., 2015)
des enzymes o Composés Cellulase (Lietal.,
Vanilline
impliquées dans la phénoliques (commercial solution) 2014)
dégradation cellobiohydrolase 1 et
) ) ) ) (Mhlongo et
Acide tannique Tannins B-glucosidase 1
) al., 2015)
(purification)
Altération de la Sclerotinia
) ) Acides (Piotrowski
paroi et de la Acide poacic ) ) sclerotiorum,
hydroxycinnamiques et al., 2015)
membrane Alternaria solani
plasmique Laetiporus (Yenetal.,
B-thujaplicin Flavonoides
fongique sulphureus 2008)
Trametes versicolor,
(Rao et al.,
Coniophora puteana,
Altération de Carvacrol Terpénes 2010; Voda
Saccharomyces
I’homéostasie et al.,2004)
cerevisiae
ionique
Aldéhydes (Hu et al.,
Cinnamaldéhyde ) i Phytophthora capsici
cinnamiques 2013)
Activité Composés (Cray et al.,
Phénols, vanilline ) S. cerevisiae
chaotropique phénoliques 2015)
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Les mécanismes d’action des molécules antifongiques sont discutés dans la revue ci-dessous, qui
propose une classification des molécules antifongiques en fonction de leur mode d’action ainsi qu’une
présentation des techniques développées pour étudier les mécanismes d’action spécifiques de composés
antifongiques chez les champignons filamenteux (cette revue a été publiée dans le journal Microbial

Biotechnology).

Article n°2 : Modes-of-action of antifungal compounds: stressors and (target-site-specific)
toxins, toxicants, or toxin-stressors.
Authors : Delphine Noel, John E. Hallsworth, Eric Gelhaye, Sylvain Darnet, Rodnay Sormani, and

Meélanie Morel-Rouhier.

https://doi.org/10.1111/1751-7915.14242
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Abstract

Fungiand antifungal compounds are relevantto the United Nation's Sustainable
Development Goals. However, the modes-of-action of antifungals—whether
they are naturally occurring substances or anthropogenic fungicides—are
often unknown or are misallocated in terms of their mechanistic category.
Here, we consider the most effective approaches to identifying whether an-
tifungal substances are cellular stressors, toxins/toxicants (that are target-
site-specific), or have a hybrid mode-of-action as toxin—stressors (that induce
cellular stress yet are target-site-specific). This newly described ‘toxin—
stressor’ category includes some photosensitisers that target the cell mem-
brane and, once activated by light or ultraviolet radiation, cause oxidative

damage. We provide a glossary of terms and a diagrammatic representation
of diverse types of stressors, toxic substances, and toxin—stressors, a clas-
sification that is pertinent to inhibitory substances not only for fungi but for
all types of cellular life. A decision-tree approach can also be used to help
differentiate toxic substances from cellular stressors (Curr Opin Biotechnol
2015 33: 228-259). For compounds that target specific sites in the cell, we
evaluate the relative merits of using metabolite analyses, chemical genetics,
chemoproteomics, transcriptomics, and the target-based drug-discovery ap-
proach (based on that used in pharmaceutical research), focusing on both
ascomycete models and the less-studied basidiomycete fungi. Chemical ge-
netic methods to elucidate modes-of-action currently have limited application
for fungi where molecular tools are not yet available; we discuss ways to
circumvent this bottleneck. We also discuss ecologically commonplace sce-
narios in which multiple substances act to limit the functionality of the fungal
cell and a number of as-yet-unresolved questions about the modes-of-action
of antifungal compounds pertaining to the Sustainable Development Goals.

INTRODUCTION « poor regions need to become self-sufficient in terms of
agricultural productivity and food security, including safe-
guarding fungi needed for soil and plant health (Timmis
& Ramos, 2021) and effective control of plant-pathogenic
and food-spoilage fungi (SDG 1 ‘No poverty’);

e fungi can be used as a food source and effective
control of pre- and post-harvest fungi is needed in

Against the backdrop of deteriorating planetary
health and the unsustainably large human population,
fungi and fungicides are implicated in most of the 17
Sustainable Development Goals (SDG) of the United
Nations (Sachs et al., 2022). This is because:
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relation to crop plants, animal feeds, and human
foods (SDG 2 ‘Zero hunger?);

« control of fungal pathogens of humans is needed includ-
ing Candida albicans, Cryptococcus gattii, Cryptococcus
neoformans, and fungi that are implicated in aspergillo-
sis (Paulussen et al., 2017) and seborrhoeic dermatitis
(Hay, 2011); fungi provide for bioprospecting (including
new antibiotics, new fungicides, and new probiotics
such as Saccharomyces boulardii var. cerevisiae); and
fungi can be implicated in microbiome dysbiosis such
as inflammatory bowel diseases (Ott et al., 2008; SDG
3 ‘Good health and well-being);

e microbes, including fungi, can be important as edu-
cational tools to increase microbial literacy (McGenity
et al., 2020; Timmis et al., 2020; SDG 4 ‘Quality
education’);

« fungicides (and other pesticides) and fungal patho-
gens that can affect humans should be prevented
from polluting bodies of water in the environment
or otherwise contaminating water supplies (SDG 6
‘Clean water and sanitation’);

e Saccharomyces cerevisiae is useful for the pro-
duction of bioethanol (SDG 7 ‘Affordable and clean
energy’);

e fungi for food and drinks—including alcoholic
drinks—and for use in biotechnology (including white
biotechnologies, production of fungi as inoculants
of soils and plants and fungi as biocontrol agents of
insect pests), as well as fungicide production, are
economically important commercial sectors (SDGs 8
‘Decent work and economic growth’ and 9 ‘Industry,
innovation and infrastructure’);

 fungi that grow within the indoor environment need
to be controlled to protect human health, and those
that rot timber and damage other building materials
should be controlled through the use of fungicides
in paints or other antifungal treatments (SDG 11
‘Sustainable cities and communities’);

» fungi are a sustainable food source, a source of
bioethanol (see above), and can be used to make sus-
tainable construction materials (Jones et al., 2020;
SDG 12 ‘Responsible consumption and production’);

« fungi that provide essential services that contribute to
soil and plant health are being impacted adversely by
climate change and fungal pathogens that infect trees,
crop plants, humans, and other animals are being
advantaged by climate change (Kespohl et al., 2022;
Smith & Casadevall, 2022; SDG 13 ‘Climate action’);

 perturbations of underwater ecosystems due to pol-
lution and/or climate change are damaging micro-
bial communities and, in some cases, advantaging
fungal pathogens that attach corals, fish, and other
aquatic organisms (Landrigan et al., 2020; Moriarty
et al., 2020; SDG 14 ‘Life below water’); and

« pollution and climate change are also damaging soils
and other land-based ecosystems and in some cases
favour fungal pathogens (Casadevall et al., 2019;

Garcia-Solache & Casadevall, 2010; SDG 15 ‘Life
on land’; see also Anand et al., 2023; Cavicchioli et
al., 2019).

In the context of climate change, biodiversity loss,
and the deterioration of environmental health, we advo-
cate the development of fungicides that have negligible
toxicity beyond their target group and are not environ-
mentally persistent. Furthermore, the United Nations
Biodiversity Conference Agreement (Montreal, Canada
in December 2022 https://www.cbd.int/conference
s/2021-2022/cop-15/documents) aims to reduce the
use of chemical pesticides by 50% by 2030. It is there-
fore imperative to understand the modes-of-action of
antifungals to make knowledge-based decisions about
those that are safe to use and are environmentally sus-
tainable. It is also necessary to understand modes-of-
action to avoid or circumvent problems arising from the
development of resistance to antifungals. Recent re-
views of antifungal compounds have focused on those
active against the Ascomycotina (Braga et al., 2022;
Corkley et al.,, 2021; Zubrod et al., 2019). However,
many of the fungi that are problematic in pre-harvest
agriculture, feeds and foods, forestry, and in the built
environment belong to the Basidiomycota. For ex-
ample, members of the basidiomycete subdivisions
Pucciniomycotina and Ustilaginomycotina are respon-
sible for plant diseases and rot-fungi of the subdivision
Agaricomycotina are responsible for wood decay.

Here, we evaluate the diverse approaches to iden-
tifying modes-of-action of antifungal compounds by
determining whether they are stressors or target-site-
specific toxins/toxicants or toxin—stressors (a term
we use here to describe those inhibitors that have a
hybrid mode-of-action) and, where applicable, to de-
termine their target-specific mechanisms-of-action.
We consider the use of metabolite analyses, chemical
genetics, chemoproteomics, transcriptomics, and the
target-based drug-discovery approach, focusing on
both ascomycete models and the less-studied basidi-
omycete fungi. In addition, we discuss the ecophysio-
logical complexity of antifungal substances in Nature,
including those found in plants, and consider the impli-
cations for anthropogenic approaches to fungal control.

SIMULTANEOUS INHIBITION OF
FUNGI BY MULTIPLE ANTIFUNGALS
IN NATURAL HABITATS/
CONDITIONS

Even in simple microbial systems with relatively low
diversity, such as some food and drink fermenta-
tions, microbial cells are subjected simultaneously to a
mechanistically diverse array of antimicrobials includ-
ing organic acids, biosurfactants, and alcohols and
other chaotropic solutes (see Box 1), and hydrophobic
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BOX 1 Glossary of terms.

Antifungal compounds: a generic term for substances—whether natural or anthropogenic—that inhibit
or prevent cell division and growth of fungi (or a subset of fungi), and in some cases damage and Kkill fungal
cells. See also ‘Antimicrobial substances’ and ‘Fungicides’.

Antimicrobial substances: a catch-all term for substances—whether natural or anthropogenic—that
inhibit or prevent cell division and growth of microbes (or a subset of microbes), and in some cases damage
and kill microbial cells. See also ‘Antifungal compounds’, ‘Biosurfactants’, ‘Cellular stressors’, ‘Chaotropic
solutes’, ‘Fungicides’, ‘Hydrophobic stressors’, ‘Inhibitory substances’, ‘Toxic substances’, ‘Toxicants’, ‘Toxin—
stressors’, and ‘Toxins’.

Biosurfactants: microbial metabolites that have a hydrophilic moiety and a hydrophobic moiety, so reduce
surface- and interfacial tension by acting as surfactants. Some biosurfactants have antimicrobial activity.

Cellular stress: a phenotypic condition that occurs when the cell is subjected to physical or physicochemi-
cal parameter(s)/forces (e.g., those related to stress parameters such as extreme temperature, pH, water
activity, or chaotropicity and those related to cell turgor, shear damage or other mechanical forces, rehydra-
tion, freeze-thawing, and oxidative damage) that can reduce or prevent cell function(s), impair or damage cell
membranes and macromolecules, elicit cellular responses including an increase in energy generation, and
may be lethal (Hallsworth, 2018). Some cellular stressors exhibit multiple modes-of-action, such as ethanol,
that is chaotropic and reduces water activity, and MgCl, that is chaotropic and causes osmotic stress (Alves
et al., 2015; Cray et al., 2015; Hallsworth & Nomura, 1999). Arguably, all cells are perpetually stressed and
there is no such thing as a stress-free condition (Hallsworth, 2018). See also ‘Cellular stressors’, ‘Chaotropic
solutes’, ‘Hydrophobic substances’, ‘Stress parameter’ and ‘Toxin—stressors’.

Cellular stressors: substances that cause cellular stress, including those substances that reduce water
activity, modify the cell's osmotic balance, exhibit chaotropic and/or hydrophobic properties, cause oxida-
tive damage, and markedly increase ionic strength (e.g., Figure 1A—C). See also ‘Biosurfactants’, ‘Cellular
stress’, ‘Chaotropic solutes’, ‘Hydrophobic substances’, and ‘Toxin—stressors’.

Chaotropic solutes: are those solutes that are typically less polar than water and increase the entropy
of biomacromolecular systems thus increasing disorder in cell membranes and proteins (Figure 1A; Ball &
Hallsworth, 2015).

Chaotropicity: the property of the phenomenon whereby biomacromolecules are disordered as described
for ‘Chaotropic solutes’, see also ‘Hydrophobic stressors’ (Figure 1A,B).

Chemical genetics screening: the study of protein function and signal transduction pathways in cells by
screening libraries of small molecules (Kubinyi, 2006).

Chemical proteomics (chemoproteomics): the proteome-wide study of protein targets of antifungal com-
pounds or other biologically active molecules to identify modes-of-action of substances that damage, inhibit
the functionality of and/or kill cells (Wright & Sieber, 2016).

Drug discovery: the process of finding new biologically active substances—whether natural or
anthropogenic—that can be used as pharmaceuticals or for other purposes (including agricultural fungi-
cides, and other pesticides).

Haploinsufficiency: a phenotypic condition where a dominant genetic trait is expressed in diploid organism
that is heterozygous for a function/loss-of-function allele.

Hydrophobic stressors: those cellular stressors that partition into the hydrophobic domains of cell mem-
branes and other biomacromolecular systems, typically increasing their entropic condition (via a chaotropicity-
mediated mode-of-action: Figure 1B; Bhaganna et al., 2010; McCammick et al., 2010).

Kosmotropicity: the action of substances that are more polar than water and that entropically stabilise bio-
macromolecular structures (lower right inserts of Figure 1A,B; Ball & Hallsworth, 2015).

Fungicides: antifungal compounds, commonly of anthropogenic origin, produced to inhibit or prevent the
growth of, or Kill, fungal pathogens of crop plants and humans, or other animals or to prevent or limit control
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fungal growth on surfaces or in materials including paints and construction materials. See also ‘Antifungal
compounds’ and ‘Antimicrobial substances’.

Mode-of-action (or mechanism-of-action): the biophysical, physicochemical, or biochemical mechanism
via which a biologically active substance (such as a toxin, stressor, drug, or fungicide) exerts its biological ef-
fect (see Figure 1 of the current manuscript and Figure 1 of Cray et al., 2015).

Photosensitisers: substances that can be light-activated to produce reactive species via either electron
or energy transfer; these reactive species will, in most cases, modify nearby biomacromolecules via oxi-
dative damage (Braga et al., 2022). See also ‘Antifungal compounds’, ‘Cellular stress’, ‘Cellular stressors),
‘Fungicides’, and ‘Toxin—stressors'.

Stress: see ‘Cellular stress’.

Stress parameter: those thermodynamic, physical, or physicochemical parameters that can induce cellular
stress, including. extremes of temperature, pH, water activity, chaotropicity, ionising radiation, and ultraviolet
radiation. See also ‘Cellular stress’.

Stressors: see ‘Cellular stressors'.

Target-specific drug discovery: the process of finding new biologically active substances that interact with a
specific molecular target (such as a gene, gene product, or molecular mechanism). See also ‘Drug discovery’.

Toxic substances: those substances that poison the cell via a target-specific mode-of-action, usually with a
minimum concentration to prevent microbial cell division in the nM or pM range; they include antibiotics, heavy
metals, and many fungicides such as ergosterol biosynthesis inhibitors (Figure 1D of the current manuscript
and Figure 1 of Cray et al., 2015). See also ‘Toxicants’ and ‘Toxins’.

Toxicants: toxic substances of anthropogenic origin, including many fungicides and other pesticides. See
also ‘Toxic substances’.

Toxin—stressors: substances that act as site-specific cellular stressors because, like toxic substances, they
target a specific site within the cell, but act as stressors (e.g., by causing oxidative damage). One example is
hydrophobic photosensitisers that accumulate in the cell membrane and once activated by light or ultraviolet
radiation release reactive oxygen species (Braga et al., 2022). The term toxin—stressor is not yet established,
hence is shown in italics (Figure 1c). See also ‘Cellular stress’, ‘Cellular stressors’, ‘Photosensitisers’, and
‘Toxic substances’.

Toxins: toxic substances that are of natural origin, including heavy metals and some plant and microbial me-
tabolites (N.B., most of the antimicrobial compounds produced by microorganisms are stressors rather than
toxins; see Cray, Bell, et al., 2013). See also ‘Toxic substances'.
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substances (Cray et al., 2015; Cray, Bell, et al., 2013;
Randazzo et al.,, 2010). Heterogeneous and highly
diverse habitats of fungi, such as soils, present an
indeterminate number of challenges to the cell includ-
ing stress parameters, stressors, and toxins that can
vary spatially, temporally, and across different scales
(Hallsworth et al., 2023). Individual stressors can also
inhibit cells via multiple mechanisms (Alves et al., 2015;
Benison etal., 2021; Cray et al., 2015; Hallsworth, 2018).
Furthermore, stressors may induce so many cellu-
lar changes (including secondary stresses such as
oxidative damage; Hallsworth et al., 2003) that these
can mask their primary mode-of-action or are misal-
located as inducing mechanical injury (e.g., Giannousi
et al., 2015) albeit that mechanical injury can also act as
a source of stress (e.g., Garduiio-Rosales et al., 2022;
Hallsworth, 2018; Villalobos-Escobedo et al., 2022).

As a result of the mechanistic diversity of the thermo-
dynamic, biophysical, physicochemical, photochemi-
cal, and/or toxic assaults on cells in natural ecosystems
(and the dynamic nature of the conditions to which cells
can be subjected), the development of resistance to in-
hibition by a specific substance is somewhat rare. By
comparison, the anthropogenic application of individ-
ual fungicides, like the clinical use of antibiotics, is a
powerful way to select for resistant microbial pheno-
types (Larsson & Flach, 2022; Mshana et al., 2021).
Furthermore, there is no resistance per se to the ul-
timate failure of cell function at the high chaotropicity
or low water activity that can be caused by cellular
stressors (Cray et al., 2015; Hallsworth et al., 2007;
Stevenson, Hamill, O'Kane, et al., 2017) or at extreme
temperatures (Chin etal., 2010; Ferrer et al., 2003; Price
& Sowers, 2004). Relatively few fungicide products are
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formulated to expose fungi to multiple, mechanistically
diverse modes-of-inhibition. One example is Phytex
(Pharmasol Ltd), which is based on a formulation of an-
timicrobial organic acids and substances which are not
usually considered active ingredients but are added to
confer other properties on the formulation. These in-
clude methyl salicylate, ethyl acetate, and methylated
spirits that are known to act as chaotropic and/or hy-
drophobic stressors and thus could contribute to the
potency of Phytex (Cray et al., 2014).

Not only are many metabolites within the microbial cell
chaotropic or hydrophobic—including antimicrobials pro-
duced by microbes themselves—but many naturally oc-
curring and anthropogenic substances are too including
some salts (see below), fertilisers such as urea and ni-
trates, substances within oil, many metabolites of plants,
and substances within plant, animal and microbial nec-
romass, faeces, etc. Availability of elements/compounds
that are essential to the cell, such as metal cofactors,
can also determine the efficacy of an antifungal. This
has been demonstrated in S. cerevisiae, where iron de-
ficiency increases the cell's susceptibility to terbinafine,
a compound that inhibits squalene epoxidase Ergl and
so disrupts the ergosterol biosynthetic pathway. This has
been attributed to both a decrease in Ergl translation
and the lanosterol-induced degradation of Ergl under
iron deprivation conditions (Jorda et al., 2022).

Although the current article considers the modes-of-
action of individual antifungals, we advocate the use
of more-complex antifungal strategies whenever pos-
sible that emulate the complexity of constraints that
fungi can experience in Nature and minimise the risk
of resistance.

ANTIFUNGAL COMPOUNDS ARE
STRESSORS AND (TARGET-SITE-
SPECIFIC) TOXINS, TOXICANTS, OR
TOXIN-STRESSORS

The modes-of-action of antifungals can be misunder-
stood, sometimes for decades, if the nature of their
activity is mis-diagnosed. For example, ethanol was
long thought of as a toxic substance and its mode-
of-action was not understood until it was identified
as a cellular stressor with a chaotropicity-mediated
stress mechanism (Cray et al., 2015; Hallsworth, 1998;
Hallsworth et al.,, 2003, 2023). Other chaotropes as
well as hydrophobic substances can have so many in-
dividual stress-induced impacts on the cell (e.g., Rao
et al., 2010) that these can be mistaken for site-specific
toxicity. Similarly, salts that act as stressors are some-
times mistaken for toxic substances (e.g., Bhargava &
Srivastava, 2013). It is therefore important to be able
to identify the mechanistic category to which an inhibi-
tory compound belongs: toxin/toxicant or stressor (or
whether it has a combination of traits; Box 1; Figure 1).

Toxic compounds have a target-specific mode-of-
action and are inhibitory at low concentrations (see
below), whereas stressors can impact many/diverse
structures or sites in the cell and many are in most of
the cases inhibitory in the mM or M concentration range.
Some substances, such as some photosensitisers
(Box 1), are target-specific in as much as they accu-
mulate in the fungal cell membrane but act as stress-
ors because, once activated, they damage the cell by
releasing singlet oxygen that causes oxidative damage;
we call these toxin—stressors (Figure 1C). It should be
noted that chaotropic and hydrophobic stressors (as
do osmotic stressors) can inhibit/damage any type of
cellular system, whereas toxic substances (including
toxin—stressors) are typically more taxon-specific. A
classification of antimicrobials, according to their modes-
of-action, was devised by Cray, Bell, et al. (2013).

A large number of naturally occurring antifungal com-
pounds are not toxins but stressors that exist in the
aqueous phase of cells (chaotropic stressors) or the
hydrophobic domains of the membranes and other bio-
macromolecules (hydrophobic stressors) and entropically
disorder macromolecular systems (Figure 1A,B; Ball &
Hallsworth, 2015; Cray et al., 2015). A decision tree has
been constructed to aid the identification of toxins versus
chaotropic and hydrophobic stressors (Cray et al., 2015)
based in part on the degree of hydrophobicity expressed
as the partition coefficient of the compound in atwo-phase
octanol : water system (Iog P ..o1-water) @Nd based in part
on the concentration at which the compound is inhibitory
to growth because toxins typically prevent growth in the
nM or pM concentration range, hydrophobic stressors in
the low-mM or the nM range, and chaotropic solutes in
the M to mM range (Bhaganna et al., 2010).

Well-known examples of toxic compounds are inhibi-
tors of ergosterol biosynthesis such as clotrimazole and
other azoles which act on lanosterol-14a-demethylase
(the CYP51/ERGL1 protein; Figure 1D). The inhibition of
this enzyme affects membrane integrity through the dis-
ruption of ergosterol synthesis (Sagatova et al., 2015).
Other cell components can be affected by toxic com-
pounds such as the cytoskeleton, which is destabi-
lised by benzimidazoles that target p-tubulin (Albertini
et al., 1999), or mitochondria, where the respiration can
be altered by succinate dehydrogenase inhibitors and
quinone outside inhibitors that target the cytochrome b
(Bartlett et al., 2002; Sierotzki & Scalliet, 2013).

One effect of chaotropes such as MgCl,, ethanol, buta-
nol, and the secondary metabolites vanillin and guaiacol
or the hydrophobic secondary metabolite cinnamalde-
hyde is cellular leakage due to an increase of cell mem-
brane permeability, alteration of Ca®>" homeostasis, and
oxidative stress (Cray et al., 2015; Gao et al., 2021; Huang
et al., 2019; Santos et al., 2015; Yang et al., 2021). Both
chaotropes and hydrophobic stressors are character-
ised by lower polarity than water (Bhaganna et al., 2010;
Cray, Russell, et al,, 2013; McCammick et al., 2010;
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FIGURE 1 Cross-sectional representations of the Saccharomyces cerevisiae cell, illustrating sites-of-action for inhibitory substances:
(A) soluble chaotropes that enter the cell, such as ethanol; (B) hydrophobic substances (log P>1.95), such as benzene; (C) some
photosensitisers, such as highly hydrophobic phenothiazines and polyacetylenes, that act as toxin—stressors with a site-specific location
and target-specific activity (within the cell membrane) but a stressor mode-of-action (release of reactive oxygen species that cause
oxidative stress; Braga et al., 2022); and (D) named, toxic substances (each with a target-specific mode-of-action), compared with (E) an
uninhibited cell. Inserted are cartoons of the lipid bilayer indicating (A, left) structural disorder induced by a chaotropic solute; (A, right) the
protective activity of a kosmotropic compatible solute such as trehalose; (B, left) structural disorder induced by a hydrophobic stressor; (B,
right) the protective activity of a kosmotropic compatible solute such as trehalose; and (E, right) a relatively unstressed membrane. These
lipid-bilayer representations are simplified for clarity; chaotropic solute molecules may enter the hydration shell of kosmotropic compatible
solutes (though this has yet to be experimentally determined). This display was modified with permission from the publisher: a version of
the figure was published in Current Opinion in Biotechnology, volume 33, by Cray et al. ‘Chaotropicity: A key factor in product tolerance

of biofuel-producing microorganisms’, pp. 228-259, Copyright Elsevier (2015). The inserts originally came from ‘Hydrophobic substances
induce water stress in microbial cells’ by Bhaganna et al. (2010) Microbial Biotechnology volume 3 issue 6 pp. 701-716.

Suryawanshi et al., 2017). They induce similar cellular (e.g., trehalose), or an alteration of lipid-bilayer compo-
responses such as the production of proteins involved in sition (Bhaganna et al., 2010; Hallsworth et al., 2003).
protein stabilisation, the production of compatible solutes Although these compounds do not act on specific protein
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FIGURE 2 Antifungal compounds and cellular responses, assuming that cell death does not occur. Molecules with antifungal activity
can be classified according to their modes-of-action. Toxicants act on a specific target so, for example, their interaction may alter protein
function via allosteric changes or other inhibitory mechanisms (Figure 1D). Chaotropic or hydrophobic molecules act as stressors that
exert adverse impacts on diverse types of biomacromolecules so can inhibit cell functions (Figure 1A,B). In all cases, these activities lead
to cellular dysfunctions including inhibition of growth which, if not lethal, induce cellular responses. Remediation consists in limiting the

damages in cells and detoxification aims at eliminating the compound.

targets within cells, interactions with different enzymes
are reported due to their chaotropic and hydrophobic
properties. For example, chaotropic compounds such
as ethanol and MgCl, are able to inhibit p-galactosidase
activity and the addition of protective agents (e.g., beta-
ine) can reverse this inhibition depending on the stressor
(Bhaganna et al., 2010), a principle confirmed using agar
gel-point assays (Alves et al., 2015) and whole-cell sys-
tems (Hallsworth et al., 2007; Stevenson et al., 2015;
Stevenson, Hamill, Medina, et al., 2017; Willams &
Hallsworth, 2009).

Unlike chaotropic solutes, hydrophobic compounds do
not seem to exert inhibitory activity on hydrophilic biomac-
romolecules due to their low solubility and limited inter-
actions with hydrophilic domains (Bhaganna et al., 2010).
For example, the hydrophobic compounds benzene, tolu-
ene, octanol, xylene, and hexane inhibit the activity of the
hexokinase of S. cerevisiae by interacting with its hydro-
phobic domain. Similarly, hydrophobic cinnamaldehyde
interacts with various enzymes such as squalene epox-
idase, thymidylate synthase, p-1,3-glucan synthase, and
chitin synthase 1 (Bang et al., 2000; da Nobrega Alves
et al., 2020). These activities likely result from the generic
hydrophobic properties/behaviour of the compound and
not from the inhibition of a specific target per se.

Whatever the properties of inhibitory substances
(toxins/toxicants, chaotropes or hydrophobic com-
pounds), they may secondarily induce oxidative stress
and can trigger global responses to cellular dysfunctions,

both to limit the cell damages and to mitigate against
damage to the cell and its functions and to catabolise/
detoxify or expel the compound (Figure 2; Hallsworth
et al., 2003). If toxins and toxicants exert their toxicity
by causing oxidative damage, then their mode-of-action
is best characterised as a toxin—stressor. The same is
true for those photosensitisers (whether they are plant
metabolites or anthropogenic compounds) that preferen-
tially accumulate in the fungal cell membrane but, once
activated by light or ultraviolet radiation, release singlet
oxygen and other reactive species thus causing oxida-
tive stress/damage that can be lethal (Figure 1C; Braga
etal., 2022). Collectively, such factors can complicate de-
terminations of the precise modes-of-action of antifungal
compounds.

ANALYSIS OF
FUNGAL METABOLITES

Ergosterol biosynthesis is specific to the fungi and some
algae (Darnet et al., 2021). This sterol is not only needed
for cell membrane fluidity but may also play an important
role in glycerol efflux and survival of S. cerevisiae cells
during osmotic downshock and acts as a fungal hormone
that stimulates growth and proliferation (Figure 1D; Jorda
& Puig, 2020; Mohid et al., 2022; Szomek et al., 2022; Toh
et al., 2001). Sterol profiling has been one of the methods
used to identify the targets of azole-based compounds
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and other types of ergosterol biosynthesis inhibitors
(Mdller et al., 2017). By quantifying the amounts of each
intermediate in the ergosterol biosynthetic pathway, it is
possible to deduce which enzyme has been targeted by
a given inhibitory compound that had added to the growth
medium. However, this approach requires that the whole
pathway is well known in the cultured organism and that
the analytic method is sufficiently sensitive to extract and
detect all intermediates.

To better understand the sterol biosynthetic pathway
in the Leishmania protozoan parasite and elucidate the
mechanism underlying the differential efficacy of anti-
fungal azoles, a new liquid chromatography coupled to
tandem mass-spectrometry (LC—-MS/MS) method was
recently developed and allowed detection of 16 sterols
including intermediates between lanosterol and ergos-
terol (Feng et al., 2022). One category of ergosterol-
biosynthesis intermediates acting as precursors of
ergosterol in fungi is the 4-methylsterols (Darnet &
Schaller, 2019). By metabolites analysis, it was shown
that the resistance of C. albicans to fluconazole is due
to the synthesis of 14-a methylsterol intermediates
that maintain the functionally of the cell membrane (Lu
et al.,, 2022). A synergistic treatment, based on fluco-
nazole and CZ66, a small compound identified from a
series of 3-(benzo[1,3]dioxol-5-yl)-N-(substituted benzyl)
propanamides, was able to deplete 14-a methylsterols
by inhibiting the activity of Erg251, which is the enzyme
involved in C4-position demethylation (Lu et al., 2022).

However, this method is suitable for azoles and other
ergosterol biosynthesis inhibitors, which exhibit a specific
mode-of-action on a given enzyme within the ergosterol
biosynthesis pathway. This is not the case for all types of an-
tifungal compounds. To explore the molecular mechanisms
of the antifungal compound phenazine-1-carboxamide that
inhibits Rhizoctonia solani, and discover potential targets-
of-action, an integrated analysis of transcriptome and me-
tabolome was performed (Zhang et al., 2022). The study
identified a total of 466 metabolites that were unique to ei-
ther the phenazine-1-carboxamide-supplemented culture
or the control (no-phenazine-1-carboxamide-added) cul-
ture. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-
enrichment revealed that the phenylpropanoid-biosynthesis
pathway and those pathways involved in metabolism of pu-
rine and arachidonic acid were adversely impacted.

CHEMICAL GENETIC SCREENING
TO IDENTIFY MODES-OF-ACTION

Screening libraries of haploinsufficient
strains and other mutant strains to
identify the targets of toxic compounds

Identifying the modes-of-action and molecular targets
of antifungal compounds has been possible in S. cer-
evisiae via chemical genetic screening (Box 1). The use

of collections of homozygous diploid deletion strains or
haploid deletion strains allows the identification of cel-
lular targets processes that are altered by/in response
to an antifungal compound depending on the suscep-
tibility of the cells to that antifungal (Xue et al., 2020;
Zimmermann et al., 2018). Using a collection of haploid
mutants deleted for cell-wall components, it was shown
that jervine, a jerveratrum-type steroidal alkaloid that
impairs cell-wall biosynthesis in S. cerevisiae, acts on
the type Il membrane proteins Kre6 and Sknl, which are
involved in $-1,6-glucan biosynthesis (Kubo et al., 2022).
Screening of haploid mutant strains that are susceptible
to inhibition by poacic acid, a diferulate commonly found
in lignocellulosic hydrolysates, revealed that the Protein
Kinase C (PKC) pathway (which is involved in cell-wall-
integrity signalling) was the pathway that was the most-
vulnerable to inhibition by this compound (Piotrowski
et al., 2015). By coupling this screening approach with
morphological analyses, the authors found that poacic
acid localises to the cell wall where it binds to glucan
fibrils that are usually implicated in the extracellular part
of p-1,3-glucan synthesis, thus inhibiting this synthesis
(Piotrowski et al., 2015).

Working with haploid deletion strains or homo-
zygous diploid deletion strains is only possible for
non-lethal mutants whereas working instead with het-
erozygous diploid deletion strains can bypass that
problem. Indeed, in this case, heterozygous diploid
deletion strains have had one copy of a gene deleted
but the other copy remains present and functional,
which facilitates production of the protein (albeit that
less is produced than in the wild-type strain) (Figure 3;
Giaever et al.,, 1999, 2004). The haploinsufficiency
profiling compares the growth of heterozygous diploid
deletion strains and wild-type strain of heterozygous
diploid deletion strains that are grown in the presence
of an antifungal compound (Figure 3). It allowed the
identification of chitin-synthase-1 and chitin-synthase-2
enzymes as the targets of the antifungal plant metab-
olite 4-cyclopentene-1,3-dione (Mokhtari et al., 2018).
Another study identified glutamate dehydrogenase
(GDH) and the resistance-to-rapamycin-deletion-2
protein (RRD2) as targets of antofine, a phenanthroin-
dolizidine alkaloid isolated from milkweed (Asclepias
syriaca), leading to alteration of the target-of-rapamycin
(TOR) signalling pathway (Mogg et al., 2019).

Chemical genetic screening for identifying
modes-of-action of stressors

Haploinsufficiency screenings with thousands of
small molecules (Box 1) that have inhibitory activity
against S. cerevisiae have also shown that the major-
ity of these molecules do not target a single site be-
cause they are stressors that act on multiple sites, bind
DNA, or chelate metal ions (Hoepfner et al., 2014). For
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FIGURE 3 Principle of haploinsufficiency profiling. To determine the protein target(s) of an antifungal molecule, a pool of S. cerevisiae

heterozygous mutant strains is incubated in the absence and presence of a fungicide/antifungal compound. The concentration of this antifungal
is determined in advance, such that it causes some lethality but allows a 70-80% survival rate for the wild-type strain (Piotrowski et al., 2015).
Since heterozygous mutant strains have been deleted for one copy of a given gene, this results in a decrease in the amount of protein produced
by that gene compared to the wild-type strains that each have two copies of that gene, If this specific protein is not a/the target of the antifungal,
the same phenotype as the wild type is observable in cells of mutant strains grown in the presence of the antifungal compound (Strain A). By
contrast if the protein is a target of the fungicide, the amount of this protein that is produced is not enough to compensate for the toxicity of the
fungicide, inducing hypersensitivity of the strain that cannot survive (Strain C). For some mutants, a decrease in cell survival occurs because
the antifungal targets more than one protein, or the concomitant decrease in the amount of two proteins is responsible for growth inhibition. This
is the case for Strain B, for example, where the amount of the purple-coded protein is reduced because one allele of the gene is deleted and
the amount of the yellow-coded protein that are functional is reduced because of the antifungal. Symbols indicate budding cells of S. cerevisiae
(coloured, irregular-shaped outlines), three genes (coloured, horizontal bars), the proteins that are coded for by these genes (coloured dots),
and percentage survival for each strain (vertical columns on the histograms). In each case, colour coding indicates S. cerevisiae Strain A (blue),

Strain B (purple), or Strain C (yellow). Red squares represent the location of the antifungal compound.

example, three S. cerevisiae strains that are suscep-
tible to inhibition by a-hederin, a saponin found in the
leaves of common ivy (Hedera helix), have deletions in
genes encoding proteins involved in transcription pro-
cesses; proteins including a component of the chroma-
tin structure-remodelling complex SWI/SNF (ARP7), a
subunit B16 of RNA polymerase Il (RPB7), and a com-
ponent of the remodelling-the-structure-of-chromatin
complex RSC58. Moreover, the growth inhibition due
to a-hederin was similar to the one observed for sev-
eral compounds inhibiting p-glucan synthesis such as
caspofungin, ergokonin A, ascosteroside, and an echi-
nocandin C derivative (Prescott, Righy, et al., 2014).
This suggests that a-hederin has other modes-of-
action in addition to the inhibition of cell-wall synthe-
sis. The growth of S. cerevisiae strains deleted for iron
permease FTR1, iron oxidoreductase FET3, copper
transporting ATPase CC2, and the voltage-gated chlo-
ride channel GEF1 was inhibited in presence of gossy-
pol, a phenolic compound. The growth of these strains
was also inhibited by the two iron chelators deferasirox
and desferricoprogen, and interestingly, the combined

presence of Fe?* and gossypol in culture media pre-
vented growth inhibition of these deletion strains by the
iron chelators. Thus, gossypol appears to inhibit growth
of S. cerevisiae through its Fe®"-chelating properties
rather than through any direct interaction with a specific
protein target (Prescott et al., 2018).

A core collection of 24 homozygous and heterozy-
gous diploid strains, referred to as signature strains,
was assembled to determine whether each antifun-
gal acts as a stressor or a toxin/toxicant prior to un-
dertaking a large-scale genetic screening from the
deletion-strain collections. The antifungal effect of the
organosulphur compound allicin, obtained from garlic
(Allium sativum), was assayed using these signature
strains. This facilitated the identification of a mode-of-
action of this antifungal via impacts on Cu?* and zn?*
import and homeostasis (Prescott & Panaretou, 2017).
The mode-of-action of allicin was then confirmed by
haploinsufficiency screening on a library of S. cerevi-
siae deletion mutants (Sarfraz et al., 2020).This screen
revealed that growth of three of the mutant strains was
inhibited by allicin. These three strains were deletion
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mutants that lacked genes coding for proteins involved
in DNA replication, chromatid cohesion, or mitochon-
drial translation. These processes are essential for cell
division of S. cerevisiae and may thus reflect allicin-
induced stress responses rather than a targeted inter-
action with one of the three proteins identified in the
screen. Similarly, a collection of 4786 S. cerevisiae hap-
loid deletion mutants were screened for their hypersen-
sitivity to the cell wall-destabilising agents caspofungin,
zymolyase, and Congo Red. Forty-three mutants ex-
hibited reduced growth compared to the wild-type, in
presence of these compounds and the deleted genes
code for proteins involved in cell-wall morphogenesis,
transcription, chromatin remodelling, signal transduc-
tion and stress response, RNA metabolism, ergosterol
biosynthesis, and vesicular trafficking and transport.
This set of genes was designated as a ‘signature of
cell-wall maintenance’ (Garcia et al., 2015).

The chemical genetics approach is also used to
identify whether an antifungal exhibits modes-of-ac-
tion other than, or in addition to, the intended target.
Calcineurin is a serine/threonine phosphatase which
modulates gene expression via the calcineurin path-
way (Crabtree, 2001). In S. cerevisiae, calcineurin-
dependent gene expression is involved in various
aspects of the cell's physiology and homeostasis,
including maintenance of cell-wall integrity (Stie &
Fox, 2008). To determine whether the calcineurin in-
hibitor 3,4,5-trimethoxybenzyl isothiocyanate has ad-
ditional antifungal activities, the haploinsufficiency
method was employed. Seven deletion strains of S. cer-
evisiae that were sensitive to 3,4,5-trimethoxybenzyl
isothiocyanate compared to the wild-type strain were
identified. The three deletion strains that were the
most-susceptible to growth inhibition by this antifungal
were found to have deletions for two genes encoding
subunits of RNA polymerase Ill (RET1 and RPC53)
and one gene encoding actin nucleation protein (ARPS3;
Prescott, Panaretou, et al., 2014).

Limits of chemical genetic methods and
alternative strategies to determine modes-
of-action of antifungals for non-model
filamentous fungi

Although chemical genetics is effective for determin-
ing the mechanisms-of-action and/or the molecular
target(s) of antifungals molecules, this methodology is
primarily used for those Ascomycota, especially S. cer-
evisiae, for which genetic manipulation is relatively
easy and the systemic deletion of individual genes
is possible. Whereas S. cerevisiae has been widely
used as a model organism, studies suggest that S.
cerevisiae data cannot reliably predict targets in C. al-
bicans or other fungi (Kelly et al.,, 2000; Nagahashi
et al., 1998). This practice has limited our ability to

study pathogenesis and treat fungal diseases of plants
and animals, including humans. Thus, multiple types of
gene-mutant libraries have been constructed in the dip-
loid ascomycete C. albicans, including gene-knockout
libraries, transposon-insertion libraries, and the condi-
tional expression libraries, such as the gene replace-
ment and conditional expression (GRACE™) mutant
library (Roemer et al., 2003; Wang et al., 2022).

For filamentous basidiomycetes, no mutant library
is currently available. This is mainly because genetic
transformation has been achieved in only few spe-
cies such as Coprinus sp., Schizophyllum commune
(Fincham, 1989), Phanerochaete sordida (Yamagishi
et al., 2007), and Pleurotus ostreatus (Xu, Nakazawa,
et al., 2022). Whereas random mutagenesis by ultravi-
olet radiation and/or ethyl methanesulfonate represents
an efficient alternative method to chemical genetics
that can be used for non-model organisms. Random
mutagenesis was originally developed in S. cerevisiae
to obtain auxotrophic strains (Brandriss, 1979; Little &
Haynes, 1979), this method is now mainly used to gen-
erate strains with increased/optimal fitness or higher/
optimal productivity of compounds of biotechnolog-
ical interest than a wild-type strain for biotechnologi-
cal purposes (Ho & Ho, 2015; Zhao, Ma, et al., 2018).
This classical genetic strategy, also called a forward
genetics approach, was used in the ligninolytic basid-
iomycete P. ostreatus. Combining these mutagenesis
methods and whole-genome resequencing revealed
that the mutations responsible for impaired lignolysis
were located in the putative chromatin modifier CHD1-
coding gene and the agaricomycete-specific protein
WTR1-coding gene (Nakazawa et al., 2017). Similarly,
for the plant-pathogen Sclerotinia sclerotiorum, 32 mu-
tants were identified that have a slower growth rate
than the wild-type on control media (with no antifungal
added) and either do not produce sclerotia or produce
sclerotia that are discoloured or malformed (Xu, Ao,
et al., 2022). Two of the three mutants that were disco-
loured were analysed morphologically and genetically
and their mutations were found to be localised in the
same gene. This gene is an orthologue of the Botrytis
cinerea BcSMR1 that codes for a master transcription
factor controlling the melanisation of sclerotia.

TRANSCRIPTOMICS FOR
ASSESSING CELLULAR DAMAGE
AND CELLULAR RESPONSES

The analysis of whole-genome expression in presence
of antifungals can be used to determine modes-of-
action of these compounds. However, transcriptomics
approaches have only on occasion identified the tar-
gets of antifungal compounds because it is difficult to
know whether the genes regulated in the presence of
the antifungal are those which code for the proteins
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targeted by the compound, or whether they are regu-
lated as a consequence of the resulting cellular dys-
function. This is the case for a transcriptomic study of
C. albicans in response to tomatidine, an alkaloid found
in tomato (Solanum lycopersicum; Dorsaz et al., 2017).
The presence of tomatidine results in upregulation
of genes involved in ergosterol biosynthesis. Sterol
analysis identified an accumulation of zymosterol and
ergosta-5,7,24(28)-tetraenol indicating that tomatidine
inhibited both C24 sterol methyltransferase (ERG6)
and Ab5-sterol-A24-reductase (ERG4), respectively.
These targets were further validated using a forward
genetic approach in S. cerevisiae that revealed two
non-synonymous mutations in the ERG6 gene in mu-
tant strains that are resistant to tomatidine (Dorsaz
et al.,, 2017). A study carried out in the ascomycete
Magnaporthe oryzae identified the pyruvate dehydro-
genase E1 (PDHEL) as a target of isobavachalcone,
an antifungal compound present in the seed extract
of babchi (Psoralea corylifolia). A three-dimensional
structural model of PDHEL was used to predict the
physical interaction between PDHEL and isobavacha-
Icone (by performing molecular docking and molecular
dynamics simulations) (Li et al., 2021).

Most of the time, the gene regulation pattern, re-
vealed using transcriptomic analysis, is a consequence
of both mix between the direct effect of the antifungal
compound on gene expression and the secondary ef-
fects caused by proteins produced by the former that
in some way trigger the expression of other genes.
Moreover, determining whether an antifungal acts
through (target-specific) toxicity or as cellular stressor
can be difficult because cellular damage/dysfunctions
can lead to similar cellular responses in both cases
(Figure 2). These responses correspond to remedia-
tion/mitigation strategies such as metabolic modifi-
cations and involvement of the detoxification system
(Morel et al., 2013), overexpression of the targeted
protein in the case of toxicity, overexpression of many
proteins in the case of chaotropicity-induced stress
(Hallsworth et al., 2003), oxidative stress responses
that can be triggered by both toxicity and stress, and
synthesis of specific molecules (e.g., chaperones, kos-
motropic molecules—see Box 1) in the case of stress
generated by chaotropic or hydrophobic molecules
(Cray et al., 2015). This is all the more complicated in
the case of plant extracts that can contain both cellular
stressors and toxic substances. Transcriptomic anal-
yses of the white-rot basidiomycete Phanerochaete
chrysosporium revealed the induction of genes coding
for proteins belonging to several functional Clusters
of Orthologous Groups (COG) categories in response
to acetonic extracts of the heartwood of sessile oak,
Quercus petraea. These oak extractives were a set of
molecules mainly composed of hydrolysable tannin-
derived molecules and flavanone derivatives and the
COG categories of the induced genes were: energy

production and conversion, secondary metabolism,
post-translational modification, and protein turnover
(Fernandez-Gonzalez et al., 2018). Similar types of
cellular responses, attributed to the COG category ‘en-
ergy production and conversion’, were observed in P.
chrysosporium grown in the presence of the chaotropes
vanillic acid or benzoic acid (Matsuzaki et al., 2008;
Shimizu et al., 2005). Global gene expression analysis
also highlighted that modulation of the secondary me-
tabolism is part of the response of various pathogenic
fungi (including Alternaria alternata and aspergilli) to
diverse substances such as eugenol, magnolol, gallic
acid, resveratrol, and other (chaotropic/hydrophobic)
compounds such as ethanol and cinnamaldehyde (Lv
et al., 2018; Ren et al., 2020; Wang et al., 2015, 2019,
2020; Zhao, Zhi, et al., 2018). However, it is difficult to
decipher whether this pathway is specifically targeted
by these antifungal compounds or modified/regulated
as a consequence of stress. Transcriptomics is thus a
useful approach to study the physiological responses
of a fungus to antifungal compounds. This said, iden-
tifying molecular (intracellular) targets of antifungals is
difficult using gene expression regulation alone.

CHEMOPROTEOMICS TO IDENTIFY
WHICH PROTEINS ARE TARGETTED
BY AN ANTIFUNGAL COMPOUND

Chemoproteomics has emerged as a key type of ap-
proach for the determination of the modes-of-action of
antifungal compounds by identifying their cellular tar-
gets (Box 1; Figure 4; Conway et al., 2021; Drewes &
Knapp, 2018; Lenz et al., 2011). Chemoproteomics is
an umbrella term to describe techniques that analyse
protein-small molecule interactions on a proteome-wide
scale. These techniques include affinity-based target
identification, that is used to probe structural aspects of
protein-small molecule interactions, and activity-based
protein profiling that uses specially designed probes
(that form a covalent bond with an enzyme’s active
site) and was developed to monitor the availability of
active sites to their endogenous ligands (Adam et al.,
2002; Geoghegan & Johnson, 2010; Meux et al., 2013;
Tsuboi et al., 2011) (Figure 4). Affinity-based target
identification, techniques such as limited proteolysis,
thermal proteome profiling, or photoaffinity labelling
are used—in conjunction with mass spectrometry—as
high-throughput methods to provide low-resolution
structural information of non-covalent natural product-
protein complexes (Figure 4A) (Cheng et al., 2010).
Chemoproteomics was developed for (and has thus-far
been primarily used for) drug discovery against can-
cer cells, with few examples of its use to determine the
modes-of-action of antifungals. One of them concerns
the ascomycete Paracoccidioides brasiliensis that
is a human pathogen (Campos et al., 2008; Ferreira
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physically interacts with a protein could prevent the binding of the probe so, in such cases, no fluorescence is detected. For coloured circles
(grey, blue, dark green, yellow, and purple), each colour represents a different protein of the proteome, and the segments that are missing
from each circle reflect that each protein has a unique three-dimensional structure. The faded versions of the coloured circles correspond to

proteins that have been digested via proteolysis.

et al., 2016). The chemoproteomics approach via affin-
ity chromatography was used to explore the interactions
between P. brasiliensis proteins and argentilactone,
a plant metabolite isolated from Brazilian savannah
bushmint Hyptis ovalifolia (do Carmo Silva et al., 2020).
Most of the proteins that interact with argentilactone are
involved in amino-acid metabolism, energy generation,
or detoxification.

THE TARGET-BASED DRUG-
DISCOVERY STRATEGY

Another way to identify inhibition of a target by a plant-
derived compound is to select molecular candidates
to be inhibited. The advantage of this (target-based)
approach is that it focuses on molecular targets that
are unique to fungi (targets not found in other organ-
isms). The target-based drug-discovery strategy has
been carried out on azole-resistant strains. Some
pathogenic fungi overexpress efflux-pump genes of
the ATP-binding cassette (ABC) superfamily and major
facilitator superfamily (MFS) resulting in a decrease
in intracellular azole concentration and thus confer-
ring resistance to azole fungicides. This has enabled
the development of antifungal treatments that combine
the use of azole fungicides and plant metabolites (such

as thymol, carvacrol, vanillin, tetrandrine, and geran-
iol) able to inhibit the activity of these efflux pumps
and/or causing their mislocalisation within the fungal
cell (Ahmad et al., 2013; Saibabu et al., 2020; Singh
et al., 2018; Zhang et al., 2009).

Tyrosinases have also been considered potential
targets in fungi because they play roles in melanin bio-
synthesis and pathogenesis (Halaouli et al., 2006). By
combining kinetic analysis, molecular docking, and sta-
tistical modelling for 44 molecules from the flavonoid
family, the characteristics of flavonoid structures that
inhibit the catalytic activity of tyrosinase were identified.
These characteristics were the presence of hydroxyls
at C3 and C7 positions of flavonoids, and the O- and
C-glycosylation, methylation, and acetylation of OH
groups (Jakimiuk et al., 2022). This target-based drug dis-
covery strategy was also used to identify compounds that
inhibit proteins of the ergosterol biosynthesis pathway,
proteins involved in cell-wall construction, or those in-
volved in signalling systems (Ahmad et al., 2010; Yoshimi
et al,, 2022).

A number of methods are available to study ligand
binding onto a known protein target. These include ther-
mal shift assay and affinity-based techniques. The ther-
mal shift assay has been used for large-scale screening
of interactions of hundreds of compounds and plant
extracts with glutathione transferases, which are part
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of the detoxification system of the cell (Barbier et al.,
2020; Perrot et al., 2018). The ‘ligand fishing’ strategy,
which is an umbrella term to describe affinity-based
techniques, allows a ligand to be isolated from within an
extract, using proteins as the bait. Affinity crystallogra-
phy is an approach to isolate and elucidate the complete
three-dimensional structures of low-abundance but high-
affinity target ligands from partially fractionated natural
product extracts. Solving the three-dimensional structure
of the protein/compound complex allows both the identi-
fication of the compound and the localisation of its bind-
ing site on the protein (Aguda et al., 2016). For example,
affinity crystallography revealed that among a partially
purified wild-cherry (Prunus avium) extract, the flavonoid
dihydrowogonin was retained at the substrate binding site
(H-site) of the glutathione transferase GSTOS3S of the ba-
sidiomycete Trametes versicolor (Schwartz et al., 2018).
Affinity crystallography is an approach that isolates and
elucidates the complete three-dimensional structures of
high-affinity but low-abundance target ligands from par-
tially fractionated natural product extracts. This method is
not suitable for working with several proteins at the same
time and requires the empirical determination of opti-
mal conditions to induce the crystallisation of proteins.
However, advances in robotics and automation systems
have made the processes of crystallisation and X-ray
data collection more efficient.

We believe that the target-based drug discovery
strategy has the advantages of being easier to exe-
cute and faster than other phenotypic approaches.
However, antifungals may act on more than one tar-
get protein and a recombinant approach carried out in
vitro may not represent the situation in vivo where so
many proteins and other substances exist and so many
interactions/reactions between them can occur.

CONCLUDING REMARKS

Deciphering the modes-of-action of antifungals is in
some cases straightforward, but in other cases com-
plex, sometimes due to the diversity of the cellular dam-
age caused and the diversity of responses implemented
by fungi to detoxify or expel the compound and/or limit
stress-induced damage. This is even more challenging
in non-model fungi, for which genetic tools and mutant
libraries are not yet available. The use of random mu-
tagenesis combined with next-generation sequencing,
or the development of new bioinformatic approaches to
predict protein-ligand binding sites, are two promising
ways to try to surmount this challenge (Lin et al., 2020;
Nakazawa et al., 2017; Piazza et al., 2020; Xu, Ao,
et al., 2022). To validate the results of each of these
methodologies, effective means of genetic manipula-
tion to make mutant libraries in filamentous fungi must
be available to the research community. This will help
speed up the discovery and subsequent use of new

natural compounds as antifungal agents and benefit
to the development of combinatory therapy, as already
demonstrated for the antitumour drug ponatinib® and the
antifungal fluconazole that exhibit synergetic activities
against fungal pathogens of humans (Liu et al., 2022).
A number of key scientific questions remain out-
standing in relation to the modes-of-action of antifun-
gal compounds. Importantly, how can knowledge of
antifungal modes-of-action be most effectively applied
towards the United Nations Sustainable Development
Goals? For example, how to produce inexpensive, safe,
effective antifungal treatments for pre- and post-harvest
use and timber preservation in relation to SDGs 1, 2, 6,
and 11; what fungicides can be developed with a high
specificity to target taxa (negligible activity against non-
target organisms) and a short half-life to avoid residues
that remain in foods (so do not impact human health—
SDG 3) (e.g., MagalhAes et al., 2023), if antifungals
destabilise the dynamics of resource sharing within
microbial communities (Timmis et al., 2023) how does
this impact fermented foods, biofuel fermentations, soil
health, etc (SDGs 2, 9, 12, and 13); feedstock for use
in biofuel fermentations (so do not inhibit yeast used
for ethanol production—SDGs 7 and 12) or soils (so do
not impact soil health—SDG 15); and how can policy-
makers minimise the risk of fungicide-induced emer-
gence of human pathogens (SDGs 3, 6, and 13)?
Finally, we believe that further research is also
needed to determine what types of antifungals belong
to the toxin-stressors category other than photosensi-
tisers, and how determinations of modes-of-action can
be made more-efficient for basidiomycete fungi or other
taxa for which genetic screenings are not applicable.
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4. Détoxication des composés antifongiques issus du bois

Lors de la dégradation du bois, les champignons sont exposés a une variété de composés aromatiques,
incluant des produits issus de la dégradation de la lignocellulose et des extractibles. La libération de ces
composés aromatiques altére la croissance des champignons et requiert ainsi la mise en place d’un
systetme de détoxication. Ce systéme permet de convertir les composés aromatiques toxiques en
composés moins toxiques et a été défini comme le « Xénome ». Il comprend notamment trois phases :
(1) une activation de la molécule par un processus d’oxydation, (2) une étape de conjugaison et (3) le

stockage ou I’excrétion du composé conjugué (Fig. 38) (Morel et al., 2013).
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Figure 38. Systéme de détoxication chez les champignons : le Xénome. Ce systeme se compose de 3
phases telles que (1) Une phase d’activation de la molécule par 1’action de peroxydase et laccase dans
le milieu extracellulaire ou par I’action de cytochrome P450 dans le milieu intracellulaire, (2) Une phase
de conjugaison ou un groupement est ajouté a la molécule (ex : ajout d’un groupement glutathion par
I’action de GST), et (3) La phase d’excrétion ou de stockage des composés médiée par I’action de
transporteurs ABC et MFS. Ces composés peuvent également étre catabolisés davantage et apparaissent
incorporés dans le cycle de ’acide tricarboxylique a plusieurs points d’entrée (acetyl-CoA, succinyl-
CoA et pyruvate) (adapté de Del Cerro et al. 2021; Morel et al. 2013).

La phase d’activation peut se dérouler par le biais de deux systémes, systetme extracellulaire ou
intracellulaire, et est impliquée dans la conversion des composés aromatiques via différentes réactions

(ex : oxydation, hydroxylation, époxydation).

Systéme extracellulaire
Les systemes extracellulaires responsables de la modification des composés aromatiques du bois
impliquent un ensemble d’enzymes oxydatives (peroxydases de type II et laccases) et des radicaux

hydroxyles issus de la réaction de Fenton. Ces différents systémes permettent la libération d’une variété
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de composés aromatiques. La modification de ces composés a été observée avec des laccases et des
peroxydases. Par exemple, ces enzymes sont capables d’oxyder les acides hydroxycinnamiques et les
dérivés d’alcool hydroxycinnamyl (Takahama, 1995). De plus, les laccases catalysent 1’oxydation de
nombreux composés tels que la catéchine, le guaiacol, 1’acide férulique et le catéchol (Martinkova et

al., 2016).

Systéme intracellulaire

Le systéeme intracellulaire est principalement représenté par la famille des cytochromes P450
monooxygénases (CytP450). Ces enzymes sont des monooxygénases a héme qui catalysent de
nombreuses réactions impliquées dans la conversion de molécules aromatiques, alicycliques et
aliphatiques (ex : hydroxylation, époxydation, dealkylation) (Sono et al., 1996). Chez les
Basidiomycetes, le nombre d’isoformes inclus dans la famille des cytochromes P450 varie largement
(de 4 a 250) et a été corrélé a la capacité des champignons a métaboliser et minéraliser les composés
aromatiques provenant de la dégradation du bois (Morel et al., 2013). Par exemple, 154 génes codant
pour des cytochromes P450 ont été identifiés chez P. chrysosporium, représentant 1 % de la partie
codante de son génome (Doddapaneni et al., 2005; Martinez et al., 2004). Chez P. chrysosporium,
plusieurs cytochromes P450 sont impliqués dans I’oxydation des composés aromatiques issus de la
dégradation du bois et des composés polyaromatiques. Par exemple, les cytochromes P450 PcCYP50c
et PcCYP142c catalysent des réactions d’hydroxylation et de O-deethylation sur des molécules de
flavone et 7-ethoxycoumarin respectivement (Kasai ef al., 2010). Egalement, la protéine PcCYP65a2
catalyse une réaction d’hydroxylation sur la molécule naringénine résultant en ériodictyol et métabolise
des composés polyaromatiques tels que le dibenzo-p-dioxin (DD), 2-monochloroDD, biphényle, et le
naphthaléne (Kasai et al., 2009). Chez plusieurs Basidiomycetes (ex : P. chrysosporium, Ganoderma
lucidum, P. placenta, Serpula lacrymans), des cytochromes P450 sont capables d’oxyder différents
substrats aromatiques (extractibles, hydrocarbures, composés pharmaceutiques et stéroides) (Fig. 39)

(Syed et al., 2014).
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Figure 39. Enrichissement de plusieurs familles de cytochromes p450 chez des champignons
Basidiomycétes dégradeurs de bois (ex : P. chrysosporium, Ganoderma lucidum, Postia placenta,
Serpula lacrymans) et spécificités d’oxydation associées a des composés aromatiques (adapté de
Syed et al. 2014).

La phase de conjugaison

Aprés la phase d’activation, des enzymes de conjugaison interviennent pour catalyser I’ajout de
groupements sur ces composés ce qui permet d’augmenter leur solubilité et de diminuer leur réactivité
et toxicité (Morel et al., 2013). Différents types de conjugués peuvent étre ajoutés a ces molécules
comme par un exemple un sucre (glucoside, xyloside ou glucuronide), un groupement sulfate,

glutathion, acétyl ou encore méthyl via I’action de différentes enzymes (Morel et al., 2013).

Des réactions de glycosylation ont été observées chez plusieurs champignons. Cette étape est catalysée
par des enzymes appartenant a la famille des glycosyl transférases. Ces réactions ont été mises en
évidence avec différents composés appartenant a la famille des flavonoides (Sordon ef al., 2016). Par
exemple, le composé¢ xanthohumol est converti en xanthohumol 4’-O-B-D-glucopyranoside par les
souches Absidia coerulea AM93 et Rhizopus nigricans UPF701 (Sordon et al., 2016). Le flavonoide
quercétine est converti également en quercétine 4’-O-méthyl-7-O-B-D-glucopyranoside par la souche

Beauveria bassiana ATCC 7159 (Zhan et Leslie Gunatilaka, 2006).

Les enzymes de la superfamille des glutathion transférases (GST) catalyseraient, elles, I’ajout de
glutathion au compos¢ aromatique. Différents résultats soutiennent cette hypothese. Le nombre de genes
codant des GST est particulierement important chez les champignons dégradeurs de bois par rapport aux
champignons pathogénes et symbiotiques. Parmi ces GST, 3 classes sont particuliérement enrichies : les
Ure2p, les GSTO et les GSTFuA. Par exemple, P. chrysosporium présente 5 isoformes dans la classe
GSTFuA, 9 isoformes dans la classe Ure2p et 6 dans la classe GSTO, en comparaison a 1’espéce

Melampsora larici-populina qui contient uniquement 4 isoformes dans la classe Ure2p (Morel et al.,
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2013). Ces GST interagissent avec de nombreux extractibles et ces interactions sont spécifiques a la fois
du type de GST et de la composition chimique des extractibles (Fig. 40) (Deroy et al., 2015; Perrot et
al., 2020). Par exemple, 6 GSTOs de T. versicolor et 5 Ure2ps de P. chrysosporium interagissent avec
I’acide gallique, I’épicathéchine et la quercétine (Deroy et al., 2015). Par ailleurs, plusieurs GSTFuA de
P. chrysosporium interagissent avec des composés aromatiques tels que le coniféraldehyde, la vanilline,

le syringaldéhyde et la catéchine hydrate (Mathieu et al., 2012, 2013).
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e.g.24- 34234
hydroxy-
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naringenine,
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Interaction entre des
extractibles et plusieurs
familles de GST enrichies chez
les Basidiomycates Quinones
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Figure 40. Propriétés ligandines des GSTs aux extractibles de bois. Les classes GSTO, GSTFuA et
Ure2p sont étendues chez certains Basidiomycetes (ex : P. chrysosporium, T. versicolor) et interagissent
spécifiquement avec des molécules de différentes familles (adapté de Barbier et al. 2020; Mathieu et al.
2012, 2013; Meux et al. 2013; Perrot et al. 2018; Schwartz et al. 2018).

La phase de stockage ou d’excrétion

La derni¢re phase du systéme de détoxication correspond au stockage ou a 1’excrétion du composé. Cette
étape implique deux familles de transporteurs : les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) et MFS
(Major Facilitator Superfamily). Ces familles de transporteurs différent vis-a-vis de la source d’énergie
utilisée, avec I’hydrolyse de I’ATP pour les transporteurs ABC et 1’énergie d’un gradient de protons

pour les transporteurs MFS.

Chez les champignons, les transporteurs ABC et MFS sont impliqués dans les phénomeénes d’acquisition
de résistance a des composés toxiques qui peuvent étre d’origine naturelle ou synthétique. Dans le cas
de molécules issues de végétaux, les transporteurs ABC présentent une large gamme de spécificités de
substrats incluant des alcaloides, terpénoides, flavonoides et stilbénes (Stergiopoulos et al., 2002). Par
exemple, chez 4. nidulans, I’'induction de 1’expression de plusieurs génes codant pour des transporteurs

ABC (atrA et atrB) a été démontrée en présence de pisatine (flavonoides) (Del Sorbo et al., 1997). Par
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ailleurs, chez 4. nidulans, le mutant AatrB est plus sensible a différents composés phytochimiques tels
que la camptothécine (alcaloide) et le resvératrol (stilbéne) (Andrade ef al., 2000). Chez le champignon
nécrotrophe Gibberella pulicaris, ’induction de I’expression d’un géne codant pour un transporteur
ABC (Gpabcl) a été démontrée en présence de rishitine (terpénoide) et lubimine (sesquiterpenoide).

Chez G. pulicaris, les mutants Aabcl sont hypersensibles a ces composés (Fleissner ef al., 2002).

Chez plusieurs champignons de pourriture blanche (ex : Polyporus brumalis, Dichomitus squalens, P.
chrysosporium), des analyses transcriptomiques ont permis de mettre en avant ’induction de
I’expression des génes impliqués dans les étapes de détoxication du Xénome (Cytochrome P450, GST
et transporteurs ABC) en réponse a un substrat contenant de la biomasse lignocellulosique, des
composés aromatiques ou des extractibles (Daly et al., 2020; Fernandez-Gonzalez et al., 2018;
Kowalczyk et al., 2019; Miyauchi et al., 2018). De plus, des analyses phylogénomiques ont mis en
évidence une extension des familles d’enzymes impliquées dans la dégradation de la paroi végétale et
dans le transport et la détoxication de produits de dégradation et de métabolites spécialisés chez les
champignons de pourriture blanche (Nagy et al., 2017). Ces résultats démontrent ainsi I’importance des
systémes de dégradation et de détoxication chez les champignons ligninolytiques durant les processus

de dégradation du bois.

5. Modé¢le fongique pour la dégradation du bois : Phanerochaete

chrysosporium

P. chrysosporium est un champignon de pourriture blanche appartenant a 1’ordre des Polyporales. Les
membres de cet ordre sont caractérisés notamment par leur mode de vie saprotrophe et leur capacité de
dégradation du bois incluant les polysaccharides et les polyméres de lignine. Les premiéres études
portant sur la dégradation des polymeéres de lignine ont été initiées avec P. chrysosporium et ont permis
d’identifier les enzymes majeures impliquées dans sa dégradation. C’est la cas notamment des lignine
peroxydases, des manganése peroxydases et des cellobiose dehydrogénases (Bao et al., 1993; Glenn et
al., 1983; Glenn et Gold, 1985; Tien et Kirk, 1983). Le génome de P. chrysosporium a été le premier a
étre séquencé dans le phylum des Basidiomycétes (Martinez et al., 2004). 11 constitue ainsi un
champignon mod¢le pour étudier les mécanismes fongiques impliqués dans la dégradation du bois. De
plus, il présente un intérét particulier dans les domaines de la bioremédiation car il est capable de
dégrader divers polluants persistants dans 1’environnement tels que des composés aromatiques chlorés,

des munitions, des pesticides et des colorants (Cameron et al., 2000).

Les Ascomycétes et les Basidiomycetes sont des champignons dicaryotiques ce qui signifie qu’ils
contiennent deux noyaux différents au sein des cellules. Cette propriété a rendu compliqué 1’analyse de

familles multigéniques (Stewart et al., 2000). En effet, en plus de la variabilité des séquences entre des
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paralogues souvent proches physiquement s’ajoute la variabilité naturelle existant entre les deux noyaux.
Ces familles multigéniques incluent notamment les génes codant pour des protéines impliquées dans la
dégradation du bois (ex : lignine peroxydase, manganese peroxydase) et la détoxication de molécules
qui en sont issues (ex : cytochromes P450, glutathion transférases). Pour faciliter la différentiation des
membres de familles multigéniques complexes et ’utilisation d’approches de génétique directe chez ce
champignon, un dérivé homocaryotique nommé RP78 a été isolé a partir de la souche dicaryotique
BKM-F-1767 de P. chrysosporium (Stewart et al., 2000). Etant considéré comme un champignon
modele pour la dégradation du bois, les activités ligninolytiques (lignine peroxydase, manganese
peroxydase et glyoxal oxydase) de la souche homocaryotique ont été contrdlées et sont similaires a
celles de la souche parentale hétérocaryotique dans des conditions de culture standard carencée en azote
(Stewart et al., 2000). Cette étude a ainsi permis I’obtention d’une souche modéle homocaryotique de
P. chrysosporium faisant I’objet du premier séquengage du génome d’un champignon Basidiomycéte

(Martinez et al., 2004).

Le séquencage du génome de la souche RP78 de P. chrysosporium a permis d’estimer une taille de 29,9
Mbp et de prédire un total de 11 777 geénes (Martinez et al., 2004). Les analyses du séquencage de son
génome ont permis d’évaluer un répertoire de 431 CAZymes composé de 181 glycoside hydrolases, 70
glycosyl transferases, 89 enzymes avec des activités auxiliaires, 65 carbohydrate-binding modules, 20
carbohydrate esterases et 6 polysaccharide lyases (Kameshwar et Qin, 2017). Son systéme d’oxydation
extracellulaire se compose de 10 lignine peroxydases, 5 manganése peroxydases, 6 copper radical
oxydases et 1 cellobiose dehydrogenase (Kersten et Cullen, 2007). Son systeme de détoxication
intracellulaire est représenté par deux grandes familles multigéniques (les cytochromes P450 et les
glutathion transférases) avec 149 genes codant des cytochromes P450 (Syed et Yadav, 2012) et 27 geénes

codant pour des glutathion transférases (Morel-Rouhier et al., 2009).
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Contexte et objectifs du projet de thése

Les extractibles représentent une source majeure de molécules bioactives protégeant le bois des attaques
fongiques (Perrot et al., 2020). Bien que des milliers de molécules antifongiques aient été identifiées,
leur mécanisme d’action reste encore trés peu décrit et nécessite une meilleure compréhension pour une
utilisation future. Cependant, un manque d’outils génétiques a limité les possibilités d’étudier ce
processus in vivo chez les Basidiomycétes, restreignant nos connaissances majoritairement a des
Ascomycetes. Pour contourner ces limites, une approche de génétique directe a été développée
précédemment au laboratoire et a permis de générer des collections de mutants de P. chrysosporium par
mutagénése par UV (Nguyen, 2020). Des cribles génétiques ont été réalisés avec des molécules
antifongiques d’intérét telles que des composés pharmaceutiques (itraconazole et rapamycine) et des
extractibles de bois (Bagassa guianensis, Prunus avium et Saint Martin rouge) (Nguyen, 2020; Perrot
et al., 2018). Les mutants présentant un phénotype de résistance en comparaison a la souche sauvage
ont ainsi été sélectionnés et ont permis d’obtenir des banques de mutants pour chacun de ces composés.
Cette approche sans a priori a pour objectif d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires impliqués
dans les processus de détoxication de molécules antifongiques et/ ou d’identifier leurs potentielles cibles
moléculaires chez les champignons de pourriture blanche par I'utilisation du champignon modé¢le P.

chrysosporium.

Mon projet de thése s’inscrit dans la continuité de ces travaux par la caractérisation des banques de
mutants de P. chrysosporium générées précédemment. Les objectifs de ce projet sont de déterminer les
mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance aux molécules antifongiques chez P.
chrysosporium. Durant ce projet, deux collections de mutants ont été considérées : (1) I’une résistante a
un composé pharmaceutique, la rapamycine, et (2) I’autre résistante a des extractibles de bois provenant
de I’espece tropicale B. guianensis. Pour chacune de ces collections, les mutations causales putatives
responsables du phénotype de résistance ont été identifiées en amont du commencement de cette thése
(Nguyen, 2020). (1) La molécule de rapamycine a ét¢ utilisée comme preuve de concept dans cette
étude. En effet, le mécanisme d’action et les cibles moléculaires de cette molécule étant connus, un
séquengage ciblé de ces acteurs a été réalisé pour confirmer la fiabilité et la robustesse de cette stratégie.
(2) Pour identifier la mutation causale putative impliquée dans la résistance aux extractibles de bois de
B. guianensis, la stratégie a été de rechercher un géne muté commun au sein de la collection de mutants.
Pour cela, un re-séquengage entier du génome de deux mutants exposant un phénotype de résistance
important aux molécules antifongiques a été réalisé.

Pour comprendre comment ces mutants résistent aux molécules antifongiques utilisées, une
caractérisation globale des collections de mutants a été réalisée en répondant a 3 trois sous-objectifs

majeurs (Fig. 41) :
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1. Valider I'implication du géne portant la mutation causale putative dans le phénotype de
résistance des mutants. Pour cela, des approches de complémentation et/ou de gain de fonction

ont été réalisées chez S. cerevisiae et P. chrysosporium.

2. Déterminer si ’acquisition de résistance aux extractibles confére un avantage a P.
chrysosporium dans Defficacité de dégradation et minéralisation du bois. Pour cela, des
essais de minéralisation de bois de B. guianensis ont ¢té réalisés avec la souche sauvage de P.

chrysosporium et un mutant résistant aux extractibles de B. guianensis.

3. Caractériser ’activité des protéines sauvages et mutantes et leur capacité a interagir avec
la molécule antifongique. Pour cela, les protéines recombinantes correspondantes ont été
produites en systéme hétérologue chez Escherichia coli, purifiées par chromatographie

d’affinité et analysées pour leurs propriétés biochimiques.

Caractérisation
biochimique

Caractérisation
physiologique
it Production et purification
Caractérisation des protéines recombinantes
fonctionnelle
Suivi de croissance l
{germination et mycélium)
Séquencage des +/- molécule antifongique Test d'intéraction entre les
RENOMes protéines recombinantes
et les molécules antifongiques
v Essais de minéralisation l
Identification des du bois
mutations causales Caractérisation fonctionnelle des
putatives protéines recombinantes

+/- molécule antifongique

Mesures des activités
v ligninolytiques
Validation par +/- molécule antifongique
complémentation fonctionnelle

Il Démarche scientifique pour caractériser des collections de mutants>

Figure 41. Démarche scientifique pour caractériser des collections de mutants résistants a des
molécules antifongiques.
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RESULTATS







Chapitre I : Caractérisation de mutants de P. chrysosporium résistants

a la rapamycine

La rapamycine, toxine avec un mode d’action antifongique a site spécifique, constitue un outil puissant
pour étudier la voie de TOR chez les organismes eucaryotes (Heitman et al., 1991). Cette molécule cible
la protéine FKBP12 et se lie aux domaines FRB des protéines TOR1 et TOR2, aboutissant a 1’inhibition
de la croissance cellulaire. Dans le but d’étudier le role de la voie de TOR durant les processus de
dégradation du bois, nous avons étudié dans un premier temps le mécanisme d’action de la rapamycine
chez le champignon modéle P. chysosporium. Pour cela, des mutants de ce champignon ont été générés
par mutagénese par UV et ont été criblés sur un milieu sélectif contenant une concentration inhibitrice
de rapamycine. Le mode d’action spécifique de la rapamycine a permis de réaliser un séquengage ciblé
des geénes codant la protéine FKBP12 et les domaines FRB des protéines TOR1 et TOR2 au sein de la
collection de mutants résistants a la rapamycine. L’analyse de mutations au sein de ces génes a ainsi
permis de mettre en évidence la conservation des cibles protéiques de la rapamycine chez P.

chrysosporium et de démontrer le succes de cette stratégie avec une toxine comme preuve de concept.

Dans le but d’utiliser ces mutants comme outil pour étudier la voie de TOR chez ce champignon, nous
nous sommes intéressés plus particulierement a un mutant contenant un codon stop au sein du géne
codant pour la protéine FKBP12. Des analyses phylogénétiques ont d’abord permis de confirmer que la
protéine codée par ce géne est la protéine orthologue de FKBP12/ScFPR1 chez P. chrysosporium et la
caractérisation biochimique de cette protéine a été réalisée. La protéine FKBP12 de P. chrysosporium
est fonctionnelle et posseéde une activité peptidyl-prolyl cis trans isomerase (PPlase). La rapamycine est
capable de se lier a la protéine PcFKBP12 et conduit a I’inhibition de son activité PPlase. Enfin, une
approche de complémentation fonctionnelle chez une souche de levure de S. cerevisiae résistante a la
rapamycine a permis de confirmer la présence d’une mutation causale au sein du geéne codant pour
FKBP12 chez un mutant de la collection. Cette étude permet ainsi de démontrer la conservation du mode
d’action antifongique de la rapamycine chez P. chrysosporium et discute de I'utilisation future des

mutants résistants a la rapamycine pour étudier la voie de TOR chez ce champignon.
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Abstract

The TOR signaling pathway is central to cellular and metabolic processes regulating growth in response
to nutrients and environmental stresses. In the present study, we have investigated the toxicity
mechanism of rapamycin in the wood decaying fungus Phanerochaete chrysosporium. UV mutagenesis
on conidia and screening for mutants resistant to rapamycin led to the identification of mutations in the
two TOR genes and one mutation in a gene coding for FPR1/FKBP12 orthologue. Rapamycin binds
onto P. chrysosporium FKBP12 and this leads to the inhibition of its peptidyl-prolyl isomerase activity.
Expression of PcFKBP12 in the yeast Saccharomyces cerevisiae AfprI restored sensitivity to rapamycin
in contrast to the mutated allele of PcFKBP12. These results confirm that P. chrysosporium FKBP12
protein is responsible for the sensitivity phenotype to rapamycin of the yeast Afpr! strain, and that the
mutation identified in the PcFKBPI2 mutant is a causative mutation responsible for the rapamycin
resistance phenotype. Altogether, these results indicate that UV mutagenesis combined with chemical
screening is an efficient strategy to investigate the mode-of-action of antifungal molecules in P.
chrysosporium, and that mutants resistant to rapamycin could be promising tools to analyze the TOR

signaling pathway in this fungus in the context of wood degradation.

Keywords
Phanerochaete chrysosporium; Target Of Rapamycin; rapamycin, FPR1, FKBP12
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1. Introduction

Wood decaying fungi play an important role in the carbon cycle in forest ecosystems, but they are also
responsible for damages to wood material. Indeed, these fungi, and in particular white-rot
basidiomycetes, are efficient organisms for the degradation and use of cellulose, hemicelluloses and
lignin as carbon and energy sources. However, the oxidative processes used by these fungi to decompose
wood generate a myriad of potential antifungal molecules, such as extractives, which are specialized
metabolites produced by the plant during wood formation, and molecules released from lignin
degradation. In addition, nitrogen and phosphorus are limiting nutrients in wood. To adapt to this
specific ecological niche, white-rot fungi secrete a large set of enzymes involved in the degradation of
wood polymers (cellulose, hemicelluloses and lignin) and possess an extended intracellular
detoxification network (Eastwood et al., 2011; Floudas et al., 2012; Morel et al., 2013; Nagy et al.,
2017). These two complex machineries require a fine and coordinated regulatory system that is to date
largely unknown especially due to the lack of genetic tools for white-rot basidiomycetes.

The Target Of Rapamycin (TOR) signaling pathway is highly conserved among eukaryotes and
regulates essential cellular processes including protein synthesis, ribosome biogenesis, autophagy, and
cytoskeleton organization (Wullschleger et al., 2006). In fungi, the TOR pathway is regulated in
response to nutrient availability, as for example sugar and nitrogen (Bertram et al., 2002b; Stracka et
al., 2014), and stresses such as osmotic and oxidative stress (Crespo et al., 2001; Niles et al., 2014;

Weisman and Choder, 2001).

To date, deciphering the TOR signaling pathway has been facilitated by the use of rapamycin.
Rapamycin is an antifungal toxin naturally produced by Streptomyces hygroscopicus and was first
isolated in 1975 (Vézina et al., 1975). Isolation of rapamycin-resistant Saccharomyces cerevisiae yeasts
revealed mutations in the genes encoding TOR1 and TOR2, which are the central components of two
multiprotein complexes known as TORC1 and TORC2 (Heitman ef al., 1991; Helliwell et al., 1994;
Kunz et al., 1993). The TORC1 complex is sensitive to rapamycin and regulates numerous cellular
processes (e.g. translation machinery), whereas the TORC2 complex regulates actin cytoskeleton
polarization (Loewith et al., 2002; Zheng et al., 1995). Interestingly, analysis of rapamycin-resistant S.
cerevisiae yeasts also revealed mutations in FK506 Binding Protein 12 (FKBP12) (Heitman et al.,
1991). The rapamycin macrolide binds to FKBP12 and this complex interacts with the FK506
Rapamycin Binding (FRB) domain of TOR, resulting in inhibition of TOR kinase activity and cell
growth arrest (Choi et al., 1996; Lorenz et Heitman, 1995). Because of its specific mechanism of action,
rapamycin has been an efficient tool for studying the TOR signaling pathway in rapamycin-sensitive
organisms. The antifungal activity of rapamycin was first demonstrated in the human pathogenic fungus
Candida albicans (Sehgal et al., 1975), and was subsequently studied in the yeast models S. cerevisiae
and Schizosaccharomyces pombe. Since, sensitivity to rapamycin has been demonstrated in many fungal

species containing genes encoding rapamycin targets such as Cryptococcus neoformans, Botrytis
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cinerea, Mucor circinelloides and Fusarium graminearum (Bastidas et al., 2012; Cruz et al., 1999;
Meléndez et al., 2009; Yu et al., 2014)

In a previous study, the fungus P. chrysosporium was shown to be sensitive to rapamycin and genes
encoding rapamycin targets were identified by sequence homology to S. cerevisiae TOR1, TOR2 and
FKBP12 (Nguyen et al., 2020). Interestingly, rapamycin was also shown to alter the secretome
composition of this fungus (Nguyen et al., 2020). To evaluate the possibility of using rapamycin to study
the TOR signaling pathway in the context of wood degradation in ligninolytic fungi, rapamycin-resistant
mutants of P. chrysosporium were generated by UV mutagenesis. Mutations were identified in the genes
coding for PcTOR1, PcTOR2 and PcFKPB12. The characterization of PcFKBP12 revealed that this
protein is the ortholog of S. cerevisiae FPR1, binds rapamycin and that this toxin inhibits its peptidyl-
prolyl isomerase activity. Using functional complementation in a rapamycin-resistant strain of S.
cerevisiae, we confirmed that the toxic mechanism of rapamycin occurs through its binding to
PcFKBP12 and that one mutant of the collection possesses a causative mutation in PcFKBP12

responsible for rapamycin resistance.

2. Materials and methods

Fungal growth conditions

The homokaryotic strain Phanerochaete chrysosporium RP78 was used in this study. Genomic
resources for this strain are available within the Mycocosm web portal of the Joint Genome Institute
database (Martinez et al., 2004; Ohm et al., 2014). Wild-type and mutated strains were maintained on
solid malt agar medium (MA) (malt extract (20 g.L!) agar (30 g.L")) for storage.

Mutagenesis of P. chrysosporium conidia and screening for rapamycin resistant strains

Conidia of P. chrysosporium RP78 were obtained after 5 days of fungal culture at 37 °C on solid
sporulation medium (10 g.L"! glucose, 10 g.L"! malt extract, 2 g.L' peptone from potato, 2 g.L! yeast
extract, 1 g.L" asparagine, 2 g.L"' KH,POs4, 1 g. L' MgS04.7H20, 1 mg.L"! thiamine HCI, 30 g.L"" agar).
Conidia were directly irradiated on plates with UV light for 30 seconds. They were resuspended in sterile
water and filtered with Miracloth. The conidia concentration was determined by measuring the optical
density at 650 nm as previously described (Tien and Kirk, 1983b). 10,000 conidia were then plated on
MA medium supplemented with 2 mg.L"! of rapamycin (LC laboratories, R-5000) and incubated at 37
°C until growth of individual mycelia. Mycelia were cultivated again on sporulation medium
supplemented with 2 mg.L! of rapamycin and 10,000 conidia were inoculated in 10 mL of malt extract
medium (10 g.L ") supplemented with 2 mg.L! of rapamycin. Single conidia progenies were then fished
and cultivated on sporulation medium supplemented with 2 mg.L!' of rapamycin. Conidia from this

medium were used as mutant lines called rap mutants for further experiments.
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Measurements of conidia germination by nephelometry

Conidia germination of P. chrysosporium WT and rap mutant strains was followed using a
nephelometric reader (NEPHELOstar Galaxy, BMG Labtech, Offenburg, Germany). Conidia were
obtained from 8 days-old mycelia grown on sporulation medium by a gentle scraping of the agar plates
and filtration through Miracloth. 10,000 conidia were resuspended in 200 uL of malt extract (10 g.L™")
in presence of rapamycin (2 pg.mL™") or DMSO as control, and incubated in the nephelometric reader at
37 °C for 70 h. Relative nephelometric unit (RNU) values were calculated as previously described

(Joubert et al., 2010).

Analysis of mutations in PcTOR1, PcTOR2 and PcFKBP12 alleles

Genomic DNA extractions were performed from 3-day old liquid cultures of WT and rap mutant strains
using QIAGEN DNeasy plant kit according to manufacturer’s instruction. Sequences coding for the
FRB domains of protein TOR1 and TOR2, and PcFKBP12 sequence were amplified by PCR with Gotaq
G2 Flexi DNA polymerase from the genomic DNAs of the wild-type P. chrysosporium strain and the
rap mutant collection. Reactions were performed in a final volume of 20 uL including 1X green Gotaq
Flexi Buffer, 2 mM MgCl, 0.16 mM dNTP, 0.1 uM forward and reverse primers, 50 ng of gDNA and
0.01 U/ul Gotaq G2 Flexi. The following primers were used to amplify PcFKBP12 sequence (for:
5’ACTCAGTCCAACCGTACCTG3’ and rev: 5’GCTTACTGGGCAGCTGTTAG3’) and sequences
coding for the FRB domain of TOR1 and TOR2 (for: 5’"TCAGTCGAGAGCTCATCAGG3’ and rev:
S’TGCCGGTTGACTTCTAAGC3’). PCR products were visualized on agarose gel and purified using
PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare, UK). Purified PCR products were cloned in
pGEM-T vector according to manufacturer instructions (Promega A1360, USA). Purified recombinant
plasmids were sequenced using T7P and SP6 universal primers (GENEWIZ, UK).

3D modeling of the FKBP12-rapamycin-TOR complex of P. chrysosporium

The 3D models of P. chrysosporium FKBP12 protein and FRB domains of TOR proteins were generated
by homology modeling. The FK506-binding protein 1A from Aspergillus fumigatus (73% identity with
PcFKBP12; pdb entry: Shwb) was used as model for PcFKBP12 and the serine/threonine-protein kinase
TOR from human (63% identity with PcTOR1 and 2; pdb entry: 4jsp) for PcTOR1 and 2. Then, the
PcFKBP12-rapamycin-PcTOR complexes were built by superimposition with the crystal structure of
the human complex (pdb entry: 1fap). The side chain and rotamers were optimized using YASARA’s
refinement protocol (Krieger et al., 2009).

Genome resequencing of the rap8 mutant
DNAseq was performed at the GeT-PlaGe core facility, INRAE Toulouse. DNA-seq libraries were
prepared according to [llumina’s protocols using the [llumina TruSeq Nano DNA LT Library Prep Kit.

Briefly, DNA was fragmented by sonication and adaptators were ligated to the fragments to be
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sequenced. 8 cycles of PCR were applied to amplify libraries. Library quality was assessed using an
Advanced Analytical Fragment Analyzer and libraries were quantified by qPCR using the Kapa Library
Quantification Kit. DNA-seq experiments were performed on an Illumina Miseq using a paired-end read

length of 2x250 pb with the Illumina MiSeq Reagent Kits v2.

Phylogenetic analysis of FPR proteins in the fungal Ascomycota and Basidiomycota phyla

FPR protein sequences (ScFPR1, ScFPR2, ScFPR3 and ScFPR4) were retrieved in S. cerevisiae from
the yeast genome database (Cherry ef al., 2012; Engel et al., 2014). Orthologous protein sequences were
retrieved from Ascomycota (Brettanomyces naardenensis, Kazachstania naganishii CBS 8797,
Lachancea thermotolerans CBS 6340, Pichia membranifaciens NRRL Y-2026, Tetrapisispora phaffii
CBS 4417, Zygosaccharomyces mellis, Zygosaccharomyces rouxii, Metschnikowia bicuspidata var.
bicuspidata NRRL YB-4993, Candida glabrata, Cyberlindnera jadinii NRRL Y-1542, Trichoderma
harzianum, Morchella conica, Aspergillus fumigatus A1163, Penicillium rubens Wisconsin 54-1255,
Schizosaccharomyces pombe) and Basidiomycota (Pleurotus ostreatus PCI15, Coniophora puteana
RWD-64-598 S8S2, Serpula lacrymans var. lacrymans S7.9, Sparassis crispa, Armillaria ostoyae,
Rhizopogon vinicolor AM-ORI11-026, Cryptococcus gattii VGIV INDI107, Apiotrichum porosum,
Leucosporidium creatinivorum, Meira miltonrushii, Ceraceosorus bombacis, Phanerochaete
chrysosporium RP-78, Coprinopsis cinerea okayama7#130) species using BlastP on NCBI and Fungidb
databases (Altschul et al., 1990; Basenko et al., 2018; Stajich et al., 2012). Sequences with E-value >
107 or similarity percentage < 30 % to ScFPR were excluded from the analysis. The peptidyl-prolyl
isomerase (PPlase) domain of ScFPR sequences were identified using Uniprot software (The UniProt
Consortium, 2023). The PPlase domain sequences were identified by multiple alignment with the PPlase
domain of the 4 S. cerevisiae FPR sequences, using Clustal Omega software (Madeira ef al., 2022). The
phylogenetic analysis was conducted from PPlase domain sequences using MEGA 7.0.26 software

(Kumar et al., 2016).

Heterologous expression of PcFKBP12 in Escherichia coli and purification of the recombinant
proteins

Sequence coding for the wild-type PcFKBP12 protein was amplified by PCR using the following
primers (for: 5’CCCGAGCTCATGGGTGTCACTGTCGAGG3’, rev:
5’GGGGGGGATCCCTAGTTGATGCTCAGAAGCTCGACCTCGAACTTGAGCGTCGA3’) and
cloned into the pET15b plasmid between Sacl and BamHI restriction sites (underlined in primers).
Recombinant PcFKBP12 protein was produced fused to an N-terminal poly-histidine tag in E. coli BL21
(DE3) pRARE2 strain. At ODsgo of 0.6, bacterial cultures were supplemented with 0.5 % ethanol and
incubated for 3 h at 4 °C. Expression of the recombinant proteins was then induced by the addition of
0.1 mM Isopropyl B-D-thiogalactoside (IPTG) for 20 hours at 20 °C. Bacterial cells were centrifuged
for 25 minutes at 6,380 g and pellets were resuspended in 30 mM Tris-HCI pH 8.0 buffer containing
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200 mM NaCl and 20 mM Imidazole. Cells were lysed by sonication and centrifuged at 20,000 rpm for
30 minutes at 4 °C. Purification of the His-tag recombinant proteins was performed by immobilized
metal affinity chromatography (IMAC). The soluble fraction was loaded on a Ni-NTA agarose resin
(Qiagen), previously equilibrated with 30 mM Tris-HCI pH 8.0 buffer containing 200 mM NaCl and 20
mM Imidazole. A washing step was performed with 30 mM Tris-HCI pH 8.0 buffer containing 200 mM
NaCl and 20 mM Imidazole, and recombinant proteins were eluted in 30 mM Tris-HCI pH 8.0 buffer
containing 200 mM NaCl and 250 mM Imidazole. Proteins were concentrated, subjected to size
exclusion chromatography on a Superdex200 16/600 column coupled to an Aktd Purifier automated

system (GE Healthcare), and eluted in 30 mM Tris-HCI pH 8.0 buffer containing 200 mM NacCl.

Peptidyl-prolyl isomerase activity

The PPlase activity of recombinant PcFKBP12 protein was measured as previously described (Selles et
al., 2021). Reactions were performed at 5 °C in presence of PcFKBP12 protein (0.5 and 1 uM),
rapamycin (5uM) or DMSO, and chymotrypsin (12.5 pg) in a final volume of 500 pL of 30 mM Tris-
HCI pH 8.0 buffer containing 200 mM NaCl. After 0.4 min of incubation, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitrolamine peptides (100 pM) were added to the reaction and release of p-nitrolamine was followed at

390 nm.

Size exclusion chromatography coupled with multiangle light scattering

300 pg of recombinant PcFKBP12 protein were incubated with 12.4 pL. of rapamycin (87 uM) or
DMSO for 30 min in 300 puL of 30 mM Tris-HCI pH 8.0 buffer containing 200 mM NaCl. Samples were
subjected to Superdex200 10/300 column (GE Healthcare) coupled to an Akté Purifier automated system
(GE Healthcare), a multiangle light scattering detector (miniDAWN TREOS II, Wyatt Technology) and
a differential refractometer (Optilab T-rEX; Wyatt Technology). Data were analyzed using ASTRA

software to determine molar masses of the recombinant protein.

Functional complementation of Afprl S. cerevisiae strain by WT and rap8 PcFKBP12 alleles
Sequences coding for the wild-type and K99Stop PcFKBP12 proteins were amplified by PCR using the
following  primers (for : 5’CCCGAGCTCATGGGTGTCACTGTCGAGG3’, rev_WT:
5’"GGGGGGGATCCCTAGTTGATGCTCAGAAGCTCGACCTCGAACTTGAGCGTCGA3Z’,
rev_rap8 : 5’CCCGGATCCCTAGAGCGTCGAGTTCGGCG3’) and cloned into the pYES2 plasmid
between Sacl and BamHI restriction sites (underlined in primers). BY4741 control strain (BY4741;
MATa; his3Al; leu2A0; metl5A0; ura3A0) and Afprl strain (BY4741; MATa; his3Al; leu2AO0;
met15A0; ura3A0; YNL135c::kanMX4) of S. cerevisiae were purchased from Euroscarf (SRD GmbH).
Yeast strains were transformed with pYES2 plasmid constructs and selected on Yeast Nitrogen Base
(YNB) glucose medium (7 g.L! yeast extract w/o amino acids, 20 g.L! glucose) supplemented with

histidine, leucine, and methionine amino acids. Cells were cultivated at 30 °C overnight in YNB glucose
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medium and incubated in YNB galactose medium (7 g.L™! yeast extract w/o amino acids, 20 g.L!
galactose) for 5 hours. 5 pL of five-fold serial dilution of yeast strains were spotted on YNB galactose
agar medium (7 g.L! yeast extract w/o amino acids, 20 g.L! galactose, 20 g.L! agar). All media were
supplemented with histidine, leucine, and methionine amino acids. Cells were incubated at 30 °C for 3

days.

3. Results

Isolation of P. chrysosporium mutants resistant to rapamycin (rap mutants)

P. chrysosporium was previously shown to be sensitive to the rapamycin macrolide antibiotic (Nguyen
et al., 2020). To check whether this phenotype is related to the TOR signaling pathway in P.
chrysosporium, and whether rapamycin can be used to further study the putative role of this pathway in
the wood degradation process, we produced P. chrysosporium mutants resistant to rapamycin by UV
mutagenesis. This strategy combining UV mutagenesis and screening for resistance to rapamycin was
shown to be successful to identify the molecular targets of this molecule in S. cerevisiae (Heitman et
al., 1991) and Fusarium graminearum (Yu et al., 2014). UV mutagenesis was performed on P.
chrysosporium conidia and mutants were screened on solid medium containing an inhibitory
concentration of rapamycin (2 pg.mL™!). 20 mutants resistant to rapamycin were isolated and among
them, only 10 were able to produce conidia in rapamycin supplemented solid medium (2 pg.mL™).
Rapamycin resistance phenotypes of these 10 rap mutants were evaluated by following both conidia
germination in liquid medium by nephelometry and radial growth in solid medium (Fig. 1). Conidia
germination of P. chrysosporium wild-type strain is completely inhibited in presence of 1 pg.mL"! of
rapamycin (Nguyen et al., 2020). In presence of a lethal concentration of 2 ug.mL™! of rapamycin, all
rap mutants were able to germinate, with the exception of the two mutants rap2 and rapi2 (Fig. 1A).
Among these 10 mutants, 3 of them (rap6, rapl and rap16) showed a longer lag phase of 15, 45 and 65
hours, respectively compared to the others. Hyphal growth of the 10 7ap mutants was then analyzed in
solid medium supplemented with rapamycin (2 pg.mL™"). Growth experiments were designed by the
inoculation of the rap mutant and the WT strain on the same plate (Fig. 1B). In these conditions, 7 rap
mutants (rapl, rap6, rap8, rapll, rapl2, rapl6, rapl7) were able to colonize the entire plate within 3
days, whereas 3 mutants (rap2, rap14 and rap15) grew slowly, similarly to the wild-type strain. These
experiments suggest variability among the mutants for rapamycin resistance showing rap1, rap$8, rap11
and rapl7 mutants as the most resistant since they are able to both germinate and grow efficiently in

presence of rapamycin.
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Figure 1. Resistance phenotype of rap mutants to rapamycin.

A. Conidial germination of 7ap mutants was followed during 70 h at 37 °C in MA medium supplemented
with 2 pg.mL"! of rapamycin. Fungal growth was measured in RNU for Relative Nephelometric Unit
and standard deviations were calculated from 3 technical replicates.

B. Hyphal growth of the rap mutants in comparison to the WT strain on MA medium supplemented
with 2 pg.mL"! of rapamycin. For each growth experiment, the mutants are located at the left of the
plate and the WT at the right. Phenotypes of rap mutants and the WT strain were followed for 9 days at
37 °C and pictures were taken every day.
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Identification of the causative mutations for rapamycin resistance in rap mutants
To identify the causative mutation for rapamycin resistance of the rap mutants, a gene candidate strategy
was performed by sequencing P. chrysosporium FKBP12 gene and FRB domains of TOR1 and TOR2

genes of the mutant strains. The detected mutations are listed in table 1.

Table 1. Summary of the mutations identified in PcCFKBP12 and PcFRB domains in rap mutants.
The PcFKBP12 gene is localized at Scaffold 8: 545501-546137, the data are provided according to this
position. PcFRB sequences are part of PcTOR genes which are localized on Scaffold 20 and Scaffold
42. For the FRB sequence from the TOR/I gene localized on Scaffold 20:33739-38873, the 3’ part of
that gene is missing from the database (https://genome.jgi.doe.gov/pages/search-for-
genes.jsf?organism=Phchr2), positions are given according to sequence alignment of the protein
sequence shown in Nguyen et al., 2020. For the FRB sequence from the TOR?2 gene localized on Scaffold
42 :7003-13402, the 5* sequence of the gene is missing but sequence of the FRB domain was available
from the same database.

Position of the mutationsa

Mutant name PcFKBP12 PcFRB1 PcFRB2
rap1 ND ND ND
rap2 ND ND H38R

CAT—CGT
rap6 ND W9sL ND
TGG—TTG:11045
rap8 K—stop codon L110P* ND
AAG—TAG:545654 CTC—CCC:11096
rap11 ND F100L ND
TTC—TTA :11057
rap12 ND ND K120E
AAG—GAG
rap14 ND F62S ND
TTT—TCT : 10957
E13G
rapl5 ND E25V
GAA—GTA :10841 GAA—>GGA
rapl6 ND ND ND
rap17 ND F29Y ND

TTC—TAC :10853

ND : Not Detected
a Alternative residue with position number in FRB or FKBP12, changed codon and position number of equivalent nucleotide in DNA
sequence 5’3’ of genes. The mutations are indicated in bold.

* The mutation is not located in the FRB domain stricto sensu but in the kinase domain.
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Among the 10 rap mutants isolated, 6 mutants contain one mutation in the FRB1 coding sequence of
PcTORI (Table 1, Fig. 2). The mutations detected in rap6 (W93L), rap8 (L110P), rap11 (F100L), rap 14
(F62S) and rap15 (E25V) affect amino acids that are conserved in FRB1 domain sequences, except for
the rap 17 mutant (F29Y) (Nguyen et al., 2020). These mutations, except for the rap8 mutant, are located
in an alpha helix of the FRB1 domain, which could lead to structural changes. Three mutants, rap?2,
rapl2 and rapl5 contain one mutation in the FRB2 coding sequence of PcTOR2 (Table 1, Fig. 2). In
the mutant rap2, the mutation was identified in a non-conserved amino acid (H42R) in a alpha helix of
the FRB2 domain of PcTOR2 (Nguyen et al., 2020). In the mutant rapi2, the mutation was identified
in a non-conserved amino acid (K124E) in FRB2 domain of PcTOR2 (Nguyen et al., 2020).
Interestingly, the two mutants (rap2 and rap12) containing a mutation only in the FRB2 domain of
PcTOR?2 are the only mutants for which conidia are unable to germinate in rapamycin supplemented
medium (Fig. 1A), suggesting that these mutations in FRB2 domain of PcTOR2 could be responsible
for defects in fungal germination. By contrast, the mutant rap15, that has one mutation in the FRB2
domain of PcTOR2 (F58G) and another one in the FRB1 domain of PcTORI (E25V) was able to
germinate (Fig. 1A). Among the mutant collection, only rap8 contains a mutation in the FKBP12
sequence (Table 1, Fig. 2). This mutation leads to a stop codon (K99Stop), resulting in the production
of'a PcFKBP12 protein lacking 10 amino acids at the C-terminal end. A second mutation was identified
in the FRB1 domain of PcTOR1 (L110P) in the rap8 mutant. No mutation was identified in the
sequences of FKBP12, TOR1 nor TOR2 of the rap! and rap 16 mutants, suggesting the involvement of

other mechanisms in rapamycin resistance in P. chrysosporium.
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Figure 2. 3D modeling of the P. chrysosporium FKBP12-rapamycin-FRB complexes with the
mutations identified in the rap mutants.

3D models of the predicted P. chrysosporium FKBP12-rapamycin-FRB1 (A) and FKBP12-rapamycin-
FRB2 complexes (B). FKBP12, FRB1 and FRB2 are displayed with secondary structures in ribbon
representation and are colored in blue, green and red, respectively. The rapamycin molecule is displayed
in white sticks. Mutations identified in rap mutants are represented by yellow sticks in FRB1 and FRB2
domains, the stop codon in FKBP12 is pointed out and the corresponding missing part of FKBP12 is
shown in light gray.

Phylogenetic analysis of FPR proteins in Ascomycetes and Basidiomycetes

In S. cerevisiae, FKBP12 gene is named FPR1 for FK506-binding proline rotamase 1 (Heitman et al.,
1991). ScFPR1 belongs to a multigenic family composed of 4 genes (ScFPR1, ScFPR2, ScFPR3 and
ScFPR4) that exhibit a peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase) domain (Arevalo-Rodriguez et al.,
2004). To determine the phylogenetic relationship between PcFKBP12 (identified as AGR57 8308 in
the FungiDB database (Nguyen et al., 2020)) and the yeast isoforms, a phylogenetic analysis of the
PPlase domain of the FPR sequences from both Ascomycete and Basidiomycete fungi was performed.
Orthologous sequences to S. cerevisiae FPRs were retrieved in 15 Ascomycota species
(Saccharomycotina, Pezizomycotina and Taphrinomycotina subphyla) and 13 Basidiomycota species
(Agaricomycotina, Pucciniomycotina and Ustilaginomycotina subphyla), based on sequence homology
analysis. Then the PPlase domains were identified by multiple alignments with the PPlase domains of

the 4 S. cerevisiae FPR sequences. Phylogenetic analysis of FPR proteins was conducted using PPlase
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domain sequences (Fig. 3). In the phylogenetic tree, three clusters were identified, one containing
ScFPR1 PPlase domain, one containing ScFPR2 PPlase domain and one containing both ScFPR3 and
ScFPR4 PPlase domains. These clusters were then named PPlase domain type I, type Il (including type
IT — like) and type III-IV respectively (Fig. 3).

PPlase PPIlase
type I _ type II - like
&%
B
peaGRST ]
PPIase
type I1
£
PPIlase
0.050 type 11I-1V

Figure 3. Phylogenetic analysis of PPlase domains of FPR proteins in Ascomycota and
Basidiomycota phyla.

The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method and computed using the
Poisson matrix-based method in the Mega7 software (Jones et al., 1992; Kumar et al., 2016; Saitou and
Nei, 1987). FPR proteins of S. cerevisiae are indicated and were used as reference to define the type of
PPlase domain in the phylogenetic tree. Clusters of Basidiomycota and Ascomycota species are
represented in blue and yellow respectively. Anamorphic Ascomycota species are displayed in fuchsia
due to their divergence within the Ascomycota phylum. The scale of phylogenetic distances is displayed
at the bottom left of the phylogenetic tree.

All species displayed at least one PPlase domain type I sequence, suggesting its conservation in
Ascomycota and Basidiomycota phyla. Interestingly, three Pezizomycotina (7. harzianum, A. fumigatus
A1163, P. rubens Wisconsin 54-1255) and two Agaricomycetes (4. ostoyae, P. ostreatus PC15) were
identified as having more than one PPlase domain type I sequences (Supporting Information Table S1).
PPlase domain type Il is divided into three branches in the phylogenetic tree (Fig. 3). The first branch
is composed of Basidiomycota species (Tremellomycetes, Microbotryomycetes and Exobasidiomycetes

classes), the second branch is composed of Basidiomycota species belonging to the Agaricomycetes
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class, and the third branch is composed of Ascomycota species belonging to the Saccharomycotina
subphylum. The cluster containing PPlase domain from ScFPR2 was named PPlase domain type II, and
the 2 other clusters were named PPlase domain type II — like. For all tested species, one sequence
corresponding to PPlase domain type II was identified, except for two Ascomycota species (B.
naardenensis and S. pombe) for which no sequence was found, and two Basidiomycota species (C.
puteana and P. ostreatus) that showed two FPR2 sequences (Supporting Information Table S1).

In S. cerevisiae, FPR3 and FPR4 sequences contain PPlase domains respectively named type III and
type IV. Among the 28 fungal species analyzed, only 2 other Ascomycota species (S. pombe, C.
glabrata) had 2 orthologous sequences to S. cerevisiae PPlase domain type III and type IV (Supporting
Information Table S1). Other Ascomycota and Basidiomycota species displayed only one sequence in
the PPlase domain type III-IV cluster, with the exception of two Basidiomycota species (C. bombacis,
S. lacrymans var. lacrymans S7.9) for which no orthologue was identified (Supporting Information
Table S1).

This analysis showed that P. chrysosporium possesses three FPR isoforms, one isoform in each cluster,
and confirmed that the AGR57 8308 gene, previously named PcFKBP12, is the orthologous protein of
ScFPRI1.

PcFKBP12 is a functional peptidyl-prolyl cis-trans isomerase which binds rapamycin

It was demonstrated in human and yeast that the toxicity mechanism of rapamycin is due to its
interaction with FKBP12/FPR1, which led to the inhibition of the TOR kinase activity of the TORC1
complex (Heitman et al., 1991; Hentges et al., 2001). Crystal structures of human FKBP12 in complex
with rapamycin revealed some amino acids interacting with rapamycin through hydrogen bonds (D37,
Q53, E54, 156 and Y82) and others (Y26, F36, F46, V55, W59, 190, 191 and F99) through hydrophobic
bonds (Choi et al., 1996). These amino acids are located within the PPlase domain. To analyze if
rapamycin-interacting FKBP12 residues are conserved in Ascomycota and Basidiomycota phyla, a
sequence alignment was performed with the orthologous fungal sequences of S. cerevisiae PPlase
domain type I (Fig. 4A). In S. cerevisiae, 10 amino acids (Y26, F36, D37, F46, V55, 156, W59, Y82,
191 and F99) out of 13 are conserved in the FPR1 protein. In Arabidopsis thaliana, the ortholog to
FKBP12 does not interact with rapamycin and shows a substitution of the tyrosine amino acid at position
26 (Y26C) (Sormani et al., 2007). Interestingly, PcFKBP12 contains the 10 amino acids of S. cerevisiae
FPR1 which are involved in rapamycin binding.

Eight residues (Y26, F36, D37, 156, W59, Y82, 191, F99) are conserved in all studied species and some
others can be variable depending on the species (Fig. 4A). For example, Y82 and F99 are not found in
one of the two FPR1 sequences of 7. harzianum. The V55 residue is conserved in 32 species out of 35
(C. cinerea (V551), S. pombe (V55L), and for P. rubens (V55L in one of two sequences)). The F46
residue is conserved in 31 species out of 35 (C. cinerea (F46D), A. fumigatus (FA6D in one of two

sequences) and P. rubens (FA6L in two sequences)).
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To check whether rapamycin binds to PcFKBP12, the molar mass of recombinant PcFKBP12 protein
was analyzed in presence or absence of rapamycin by using size exclusion chromatography with inline
multi-angle light scattering (SEC-MALS) (Fig. 4B). An increase of approximately 1 kDa of the molar
mass of PcFKBP12 was observed in presence of rapamycin, corresponding to the molar mass of
rapamycin (914,172 Da). Moreover, a variation in retention time was observed in the presence of
rapamycin compared to FKBP12 profile without rapamycin. These results suggest that recombinant
PcFKBP12 indeed binds rapamycin.

ScFPR1 is a peptidyl-prolyl isomerase, catalyzing the cis-trans isomerisation of peptide bonds before
proline residues in protein (Fischer et al., 1989; Harrison and Stein, 1990). To determine if PcFKBP12
is functional, PPlase assays were performed in presence or absence of rapamycin (Fig. 4C and D). These
assays are based on the use of p-nitrolamine-peptides which are present in solution in cis state.
Isomerization of these peptides from cis to trans state leads to the cleavage of p-nitrolamine for which
absorbance can be measured at 390 nm, allowing to follow PPIase activity of recombinant proteins by
spectrophotometric detection. In presence of PcFKBP12, increase of p-nitrolamine release was
observed over time, showing that PcFKBP12 is a functional PPlase (Fig. 4C). In presence of rapamycin,
PPlase activity of PcFKBP12 is reduced to the level of the rapamycin control, suggesting that rapamycin
binding to PcFKBP12 leads to complete inhibition of its PPlase activity (Fig. 4D).
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Figure 4. Interaction of rapamycin with PcFKBP12 and inhibition of its PPIase activity.

A. Multiple alignement of PPlase domain type [ sequences. Amino acids involved in the interaction with
rapamycin are indicated in green for hydrogen bonds and in black for hydrophobic bonds.

B. Size exclusion chromatography coupled with multiangle light scattering of PcFKBP12 in 30 mM
Tris-HCI pH 8.0 buffer containing 200 mM NaCl supplemented or not with rapamycin. Molar masses
of PcFKBP12 and PcFKBP12 incubated with rapamycin (right Y axis) are displayed in accordance with
SEC peak (left Y axis). Molar masses and elution profiles are represented in black for PcFKBP12 alone
and in red for PcFKBP12 incubated with rapamycin.

C. Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity of PcFKBP12. The activity assays are based on the
cleavage of p-nitrolamine peptide using the chymotrypsin peptidase. Assays were performed in presence
or not of PcFKBP12 and are represented respectively in blue and black. PPIase activities were measured
by following absorbance at 390 nm over time. Standard deviations were calculated from 3 technical
replicates and are represented by dashed lines.
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D. Inhibition of peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity of PcFKBP12 in presence of rapamycin.
Assays were performed in presence or not of rapamycin and are represented respectively in green and
blue. Control without PcFKBP12 and with rapamycin was performed and is displayed in red. PPlase
activities were measured by following absorbance at 390 nm over time. Standard deviations were
calculated from 3 technical replicates and are represented by dashed lines.

Expression of PcFKBP12 allele in Afprl S. cerevisiae restores rapamycin sensitivity in contrast to
the rap8 PcFKBPI1?2 allele

Within the rap collection mutant, only one mutant, named rap8, was identified with a mutation in
FKBP12 (Table 1). However, the UV mutagenesis approach used is not targeted and a whole-genome
resequencing of the rap8 mutant showed 42 other mutations in its genome (Supporting Information
Table S2). P. chrysosporium RP78 is a homokaryotic derivative of BKM-F-1767 (Martinez et al., 2004;
Stewart et al., 2000). To date, no sexually compatible strain is available to perform backcross experiment
and remove additional mutations in P. chrysosporium RP78 genetic background. To bypass this
bottleneck and determine if the mutation identified in PcFKBP12 is responsible for resistance to
rapamycin in the 7ap8§ mutant, functional complementation of Afpr1 S. cerevisiae strain was performed
with the wild type and rap$§ allele of PcFKBP12 (Fig. 5). In S. cerevisiae, deletion of the FPR1 gene
confers resistance to rapamycin (Heitman et al., 1991). The WT and rap$§ alleles of PcFKBP12 were
expressed in S. cerevisiae BY4741 control strain and Afpr! strain, under the control of the yeast GAL!
promoter, which is repressed by glucose and induced by galactose (Giniger et al., 1985; West et al.,
1984). The S. cerevisiae BY4741 control strain expressing the WT and rap8 PcFKBP12 alleles were
sensitive to rapamycin on media containing glucose or galactose. In the Afprl S. cerevisiae strain,
expression of the WT allele of PcFKBPI2 restored rapamycin sensitivity in presence of galactose
compared to glucose medium (Fig. 5). These results confirm that the expression of P. chrysosporium
FKBP12 protein is responsible for the sensitivity phenotype to rapamycin of the yeast Afpr! strain, and

that the K99 stop mutation in rap8 mutant is responsible for the rapamycin resistance phenotype.
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Figure 5. Expression of PcFKBP12 allele in Afprl S. cerevisiae restores rapamycin sensitivity in
contrast to the rap8 PcFKBPI?2 allele.

Expression of WT and rap8 PcFKBP12 alleles were performed in Afprl rapamycin resistant strain and
the BY4741 control strain of S. cerevisiae. Five-fold serial dilutions of yeast strains were spotted on
media supplemented or not with rapamycin, and on YNB galactose and glucose media to induce and
repress the expression of PcFKBPI?2 alleles under the control of the yeast GALI promoter.

4. Discussion and perspectives

Antifungal molecules can be divided into three groups, depending of their mode of action, such as
toxin/toxicant, stressors, and toxin-stressors (Noel ef al., 2023). According to this classification,
rapamycin, which is naturally produced by Streptomyces hygroscopicus, can be defined as a toxin
because it has antifungal activity governed by a site specific mode of action (Choi et al., 1996; Lorenz
and Heitman, 1995). In number of eukaryotic species, rapamycin was shown to inhibit cellular growth
through binding to the FKBP12 protein and FRB domain of TOR proteins, leading to the inhibition of
the TOR signaling pathway. In this study, we investigated the mode of action of rapamycin in the wood
decaying fungus P. chrysosporium by using a UV mutagenesis strategy combined to the screening of
mutants resistant to rapamycin. Eight out of the 10 rap mutants of the collection showed mutations in
FKBP12, TORI and TOR2 genes. These results suggest a conserved mechanism of rapamycin toxicity
in P. chrysosporium and support the reliability of this strategy to identify targets of a toxin in this fungus.
To date, the identification of molecular target(s) of toxin/toxicant has been mainly possible in the yeast
model S. cerevisiae by the use of chemogenetic approaches such as the screening of yeast haploid/
homozygous diploid deletion strains and haploinsufficiency screening (Giaever et al., 2002, 2004).
However, these strategies are not widely used in other fungal species with specific lifestyles, like

pathogens or wood decaying fungi, mainly because of the lack of genetic tools (Noel et al., 2023). Here,
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we show that UV mutagenesis combined to the screening of resistant mutants to an antifungal molecule
could be a powerful strategy to study the mode of action of toxin in filamentous fungi for which genetic
tools are still not available. Moreover, two mutants resistant to rapamycin do not contain mutations in
the genes coding for rapamycin target proteins. This demonstrates that in the case of toxins this method
opens also the identification of molecular actors not directly targeted by these molecules and which are
involved in the resistance to toxic molecules.

In this study, we have characterized biochemically the orthologous protein to FKBP12/ScFPR1 in P.
chrysosporium. Previously, orthologue of ScFPR1 in P. chrysosporium was identified by sequence
homology (Nguyen et al., 2020). Phylogenetic analysis of FPR family proteins confirmed that
AGRS57 8308, named PcFKBP12, is the orthologous protein to ScFPR1. Based on this, we confirmed
that PcFKBP12 is a functional peptidyl-prolyl isomerase and that rapamycin binds to this protein,
leading to the inhibition of its activity. The functional complementation of the Afprl S. cerevisiae strain
with the WT and rap$ alleles of PcFKBP12 showed that the mutation identified in PcFKBP12 is the
causative mutation responsible for rapamycin resistance in the rap8 mutant. To determine if the rap8
mutant resistant to rapamycin could be used as a genetic tool to study the TOR pathway in P.
chrysosporium, the next step is to quantify the TOR Kinase activity. In eukaryotes, activity of the
TORCI1 complex can be evaluated by quantifying the rapamycin-sensitive phosphorylation state of
RPS6 protein, which is phosphorylated by Ypk3, a direct target of the TORCI1 complex (Gonzalez et
al., 2015). To use this mutant as a genetic tool to study the TOR pathway, we need to validate first that
the additional mutations present in the genome of the rap8 mutant do not affect the activity of the
TORCI1 protein in control media such as nutrient-rich and nutrient-poor environments.

In P. chrysosporium, the TOR pathway is involved in conidia germination, vegetative growth and
secretome composition (Nguyen et al., 2020). In fungi, the central process named carbon catabolite
repression (CCR) represses the expression of genes involved in the use of alternative carbon sources in
presence of glucose (Brown ef al., 2014). This process is controlled by the conserved transcriptional
factor Migl in S. cerevisiae and CreA/Crel in filamentous fungi. In S. cerevisiae, interplays between
CCR and the TOR signaling pathway have been described at the level of AMPK/Snfl and PKA
pathways (Noél et al., 2021). In Ascomycota filamentous fungi, two targets of the TOR kinase, SchA
and SnfA have a synergistic role in the regulation of CreA (Brown et al., 2013). The fact that the TOR
signaling pathway could be linked to the CCR opens interesting perspectives for the study of the
regulation of carbon acquisition in ligninolytic fungi (No€l et al., 2021). We already showed that
rapamycin alters the secretome composition of P. chrysosporium in media supplemented or not with
glucose (Nguyen et al., 2020). As the enzymes secreted by ligninolytic fungi are of a great interest for
biotechnological applications, investigating the role of the TOR pathway in the regulation of these
enzymes could help optimize their production. In this context, the use of rap mutants resistant to
rapamycin and for which TOR kinase activity is not altered are promising tools to study interconnections

between the TOR pathway and other signaling pathways in filamentous fungi during wood degradation.
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Table S1. Classification of PPIase domains in Ascomycota and Basidiomycota species based on
the four PPlase domains identified in S. cerevisiae. The indexing was performed from phylogenetic

analysis conducted on PPlase domain (Fig. 1A).

KDQ25570.1

KDQ27495.1

Phylum Species Type | Type ll Type llI-IV Total
Brettanomyces naardenensis VEU20043.1 VEU19301.1 2
Morchella conica CCBAS932 RPB09046.1 RPB11418.1 RPB08682.1 3
Cyberlindnera jadinii NRRL Y-1542 XP_020072820.1 XP_020071601.1 XP_020071906.1 3
Kazachstania naganishii CBS 8797 XP_022466259.1 XP_022464938.1 XP_022463340.1 3
Lachancea thermotolerans CBS 6340 XP_002552033.1 XP_002554254.1 XP_002553435.1 3
Metschnikowia bicuspidata var. bicuspidata NRRL YB-4993 XP_018712213.1 XP_018709424.1 XP_018712623.1 3
Pichia membranifaciens NRRL Y-2026 XP_019015745.1 XP_019016971.1 XP_019017379.1 3
Ascomycota Tetrapisispora phaffii CBS 4417 XP_003686108.1 XP_003684591.1 XP_003684267.1 3
Zygosaccharomyces mellis GCF00302.1 GCF00130.1 GCE98639.1 3
Zygosaccharomyces rouxii XP_002498256.1 XP_002497983.1 XP_002495577.1 3
SPBC1347.02/
Schi. h b SPBC839.17 3
chizosaccharomyces pombe c SPAC27F1.06¢
Trichoderma harzianum PNP50388.1/ KKP01968.1 KKP02652.1 4
KKP07330.1
AFUB_078170/
A. igatus A1163 - AFUB_020940 AFUB_074540 4
fumigatus AFUB_098990 - -
PCH_Pc13g06110,
Penicillium rubens Wisconsin 54-1255 —reiog / PCH_Pc18g05040 PCH_Pc12g11330 4
PCH_Pc13g08320
Candida glabrata XP_448641.1 XP_446873.1 XP_449267.1/ 4
XP_449373.1
Ceraceosorus bombacis CEH12114.1 CEH14556.1 2
Serpula lacrymans var. lacrymans S7.9 XP_007319670.1 XP_007317458.1 2
Leucosporidium creatinivorum ORY47584.1 ORY47584.1 ORY87392.1 3
Apiotrichum porosum XP_028477495.1 XP_028480058.1 XP_028478896.1 3
Cryptococcus gattii VGIV IND107 KIR84534.1 KIR85872.1 KIR89395.1 3
Sparassis crispa XP_027615764.1 XP_027611560.1 XP_027612307.1 3
Meira miltonrushii XP_025353299.1 XP_025351578.1 XP_025353092.1 3
. Phanerochaete chrysosporium RP-78 AGR57_8308 AGR57_6957 AGR57_14610 3
ycota
Rhizopogon vinicolor AM-OR11-026 OAX40949.1 OAX37365.1 0OAX44120.1 3
Coprinopsis cinerea okayama7#130 CC1G_04343 CC1G_02351 CC1G_01915 3
SJL17677.1/
Armillaria ostoyae SJL12559.1/ SJK97079.1 SJK97568.1 5
SJL07572.1
XP_007766793.1/
Coniophora puteana RWD-64-598 552 XP_007772209.1 XP_007766373.1/ XP_007766490.1 5
XP_007766794.1
Pleurotus ostreatus PC15 KDQ27908.1/ KDQ31927.1/ KDQ28042.1 5
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Table S2. Summary of the mutations identified in the genome of the rap8 mutant.

. Position of a base Base in . Region of DNA Amino acid .
Gene identifier Identity of in the reference reference Alternative/ which is affected  according to Resu.|lt|rjg
scaffold mutant base substitution
sequence sequence by the change reference
AGR57_978.1 scaffold_1 2014140 C T CDS S F
AGR57_184.1 scaffold_1 381847 G A CDS T |
AGR57_2477.1 scaffold_2 1997151 G A intronic/noncoding
AGR57_2137.1 scaffold_2 1254968 T C CDS I T
AGR57_2137.1 scaffold_2 1254969 C G CDS I T
AGR57_3208.1 scaffold_3 603384 G A CDS S L
AGR57_3812.1 scaffold_3 1940559 T C CDS H R
AGR57_3380.1 scaffold_3 956228 C T 3'UTR
AGR57_3847.1 scaffold_3 2005431 C A 3’'UTR
AGR57_3027.1 scaffold_3 236361 T A CDS E \
AGR57_3925.1 scaffold_3 2222969 G A CDS A V
AGR57_3884.1 scaffold_3 2100647 C A intronic/noncoding
AGR57_4463.1 scaffold_4 938824 G A CDS D N
AGR57_5703.1 scaffold_5 1296384 G A CDS P S
AGR57_5462.1 scaffold_5 768560 T C CDS Y H
AGR57_6330.1 scaffold_6 417493 A T intronic/noncoding
AGR57_7315.1 scaffold_7 489300 C T CDS G N
AGR57_7315.1 scaffold_7 489301 C T CDS G N
AGR57_7565.1 scaffold_7 1112691 G T CDS G \'%
AGR57_8308.1 scaffold_8 545533 T A CDS K e
AGR57_8307.1 scaffold_8 545533 T A 3’'UTR
AGR57_8904.1 scaffold_8 1770197 A G intronic/noncoding
AGR57_9574.1 scaffold_9 1408801 C T 5’'UTR
AGR57_9574.1 scaffold_9 1408840 C T 5’'UTR
AGR57_9574.1 scaffold_9 1408842 C T 5'UTR
AGR57_9889.1 scaffold_10 244728 C T intronic/noncoding
AGR57_10000.1 scaffold_10 549474 T G CDS \' G
AGR57_10695.1 scaffold_11 688350 T C CDS Q R
AGR57_10797.1 scaffold_11 883699 T A 3’'UTR
AGR57_11148.1 scaffold_12 222596 G A CDS P L
AGR57_11228.1 scaffold_12 476142 G C CDS G A
AGR57_11169.1 scaffold_12 266479 C T intronic/noncoding
AGR57_11169.1 scaffold_12 266818 T C intronic/noncoding
AGR57_11482.1 scaffold_12 992281 T G intronic/noncoding
AGR57_11797.1 scaffold_13 411797 G T CDS M
AGR57_12474.1 scaffold_14 684383 G A intronic/noncoding
AGR57_12502.1 scaffold_14 751208 T G intronic/noncoding
AGR57_13274.1 scaffold_16 415490 T G CDS Y S
AGR57_14130.1 scaffold_19 281097 A G CDS S G
AGR57_14379.1 scaffold_20 317897 C T CDS D N
AGR57_14516.1 scaffold_21 288979 C T CDS A T
AGR57_14531.1 scaffold_21 313557 T C CDS M \'
AGR57_14627.1 scaffold_22 147569 G A CDS S L

CDS: coding sequence

UTR: untranslated region
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Figure S1. Schematic representation of FPR family proteins in Ascomycota and Basidiomycota
phyla. Sequences grouped in PPlase domain type I, type Il and type III-IV clusters were used to identify
conserved motifs specific to the FPR1, FPR2 and FPR3-4 sequences. For all FPR, a conserved PPlase
domain was identified and is displayed by a beige rectangle. Conserved amino acids specific to each
FPR proteins are displayed. Peptide and retention signals to endoplasmic reticulum were identified in
FPR2 sequences and are displayed respectively by green and purple rectangles. Nuclear localization
signal was identified in FPR3-4 sequences and is displayed by orange rectangle.
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Chapitre II : Caractérisation de mutants de P. chrysosporium résistants

aux extractibles de bois de B. guianensis

Pour se développer, les champignons dégradeurs de bois sécrétent un ensemble d’enzymes responsables
de la dépolymérisation et de la dégradation des polyméres du bois (Riley ef al., 2014; Rytioja et al.,
2014). Cela conduit a la libération d’un ensemble de composés aromatiques incluant des produits issus
de la dégradation de la lignine et des molécules appelées extractibles. Ces molécules présentent un
intérét particulier di a leurs propriétés antifongiques décrites dans la littérature (Schultz et Nicholas,
2000). Bien que de nombreux composés issus du bois ont ét¢ mis en évidence avec des propriétés
antifongiques, leurs mécanismes d’action restent encore trés peu décrits. A I’heure actuelle, les activités
antifongiques des extractibles sont expliquées par cinqg modes d’actions : une capacité de piégeage des
métaux et des radicaux libres, une interaction directe avec des enzymes impliquées dans la dégradation
du bois, une perturbation de la paroi et de la membrane plasmique, une perturbation de I’homéostasie

ionique et une activité chaotropique (Valette et al., 2017).

Face aux contraintes imposées par leur environnement et leur substrat, les champignons dégradeurs de
bois ont mis en place un ensemble de réponses, incluant a la fois un systéme d’adaptation et de
détoxication, pour se développer en présence de ces composés (Morel et al., 2013; Noel ef al., 2023).
Cependant, un manque d’outils génétiques développé chez les Basidiomycetes restreint la majorité de
nos connaissances aux Ascomycétes (Demuyser et Van Dijck, 2019). Afin de remédier a ces limites et
de faciliter I’identification des mécanismes d’action de molécules antifongiques et des acteurs
moléculaires impliqués dans la résistance a ces composés, une méthode de mutagénése par UV
combinée a I’utilisation de séquencage a haut débit a été développée au laboratoire (Nguyen, 2020).
Contrairement aux méthodes de chemogénomique développées majoritairement chez des Ascomycetes,
cette méthode a pour avantage d’étre applicable a des organismes fongiques non-modeles pour lesquels

les outils génétiques ne sont pas disponibles pour effectuer des études fonctionnelles.

Dans cette étude, une banque de mutants résistants aux extractibles de B. guianensis, a été¢ générée par
mutagénése par UV et un séquengage entier du génome de deux mutants a été effectué. Cette stratégie
a permis de mettre en évidence un géne muté commun entre ces deux mutants. Le séquencage ciblé de
ce gene au sein de la collection de mutants a ensuite permis de valider la présence de mutation faux sens
au sein de ce géne parmi 26 mutants sur 34. Plus précisément, 15 mutants de la collection contiennent
la méme substitution au sein de la protéine codée par ce géne. Les conséquences de cette mutation ont
été étudiées de manicre fonctionnelle en exprimant ’alléle mutant contenant cette mutation dans la
souche sauvage de P. chrysosporium RP78 et a permis de valider son role dans 1’acquisition de

résistance aux molécules antifongiques. Grace a des analyses phylogénétiques, nous avons identifié que
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la protéine codée par ce géne est une protéine orthologue a la protéine DENND6 humaine. Les protéines
DENND activent de petites protéines appelées RAB GTPases par une activité d’échange de GDP en
GTP (GEF pour Guanine nucleotide Exchange Factor) ce qui permet de réguler des voies du trafic

membranaire (Fig. 42) (Marat et al., 2011).

< &

RAB RAB

GDP GDP

GDP /’ Pi
GEF D
GTP %

GTP
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Figure 42. Représentation schématique du cycle d’activation et d’inactivation des RAB GTPases
par Pactivité de leur familles partenaires régulatrices : les GEFs et les GAPs. Dans leur état inactif,
les RAB GTPases sont attachées a la membrane d’un compartiment dans un état 1i¢ au GDP. Ces
protéines sont activées grace a I’action de protéines GEF qui catalysent le retrait de GDP résultant en la
fixation de GTP. Une fois liées au GTP, les RAB GTPases sont activées et capables de recruter différents
effecteurs permettant la régulation du trafic membranaire. Enfin, les GAPs complétent le cycle des RAB

GTPases par I’activation de leur fonction GTPase. Les RAB GTPases se retrouvent ainsi dans un état
li¢ au GDP et deviennent inactives (adapté de Hutagalung et Novick, 2011).

En complément des systémes d’adaptation et de détoxication des champignons dégradeurs de bois, cette
étude met en évidence le role d’une protéine impliquée dans la régulation du trafic vésiculaire dans
I’acquisition de résistance a des extractibles de bois. Les résultats sont présentés ci-dessous sous la forme

d’un projet d’article qu’il faudra compléter avec des données complémentaires.
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Abstract

During wood degradation, fungi have to deal with toxic and stressful compounds called wood
extractives. To adapt to this environment, rot fungi have developed various detoxification strategies,
which are currently known from the Xenome. However, the lack of genetic tools in basidiomycetes
limits our progress in identifying potential molecular targets of these molecules and new molecular
actors involved in their detoxification. To circumvent this problem, we propose to use a direct genetic
strategy, which we have developed in the white-rot fungus Phanerochaete chrysosporium. In this study,
a library of P. chrysosporium RP78 UV mutants was generated and screened for strains resistant to
Bagassa guianensis wood extractives. Interestingly, genetic driven resistance to these extractives
confers the ability to P. chrysosporium to mineralize B. guianensis wood. This resistance is due to causal
mutation(s) in the gene coding for an ortholog of the human DENNDG6 protein. In human, this protein
is involved in endocytic recycling, suggesting the potential identification of a new detoxification process
of extractives in rot fungi. This study highlights the efficiency of this strategy to improve our
understanding of the mechanisms of resistance to antifungal molecules in rot fungi and provides the first

genetic evidence that extractives are involved in wood durability.
Keywords

Phanerochaete chrysosporium, white-rot fungi, Bagassa guianensis, forward genetic screen, wood

extractives.
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1. Introduction

Identification of new fungicides appears as a priority for the protection of agricultural crops against
pathogenic fungi, and the success of therapeutic strategies to threat fungal infections in humans. This is
necessary as (i) fungicide-resistant fungal strains are emerging, and (ii) the restrictions in use for some
of the compounds currently used could represent a risk for human health and environment (Burks et al.,
2021; Preston, 2000). Plants contain a large diversity of compounds with potential antifungal properties
(Deresa and Diriba, 2023). In particular, compounds from wood, named extractives, are involved in
wood durability against biotic attacks, acting as stressors and/or toxins in ligninolytic fungi (Kirker et
al.,2013; Valette et al., 2017; Wu et al., 2012). Five modes of action have been proposed for extractives.
Some compounds can chelate metals and free radicals preventing activity of some enzymes, some can
physically interact with some extracellular and intracellular enzymes, some can disrupt cell wall and
plasma membrane,some can alter ion homeostasis, and some can act as as chaotropes (Valette et al.,
2017). Deciphering the modes-of-action of antifungals is complex sometimes due to the diversity of the
cellular damage caused and the diversity of responses implemented by fungi to detoxify or expel the
compound and/or limit the damage via stress responses and adaptations (Fernandez-Gonzalez et al.,

2018; Kowalczyk et al., 2019; Shimizu et al., 2005; Noel et al., 2023).

Chemogenetics is a powerful approach to identify molecular targets of antifungals. This approach, which
is based on the screening of libraries of gene deletion mutants, has been developed in the ascomycete
fungal models Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans and the basidiomycete Cryptococcus
neoformans (Barazandeh et al., 2022; Brown et al., 2014; Chen et al., 2018). However, it was shown
that data from model fungi cannot be reliably extrapolated to fungi with specific lifestyles (Brown et
al., 2014). The combination of UV mutagenesis approach and high-throughput sequencing, is a
promising strategy to identify molecular targets or proteins involved in the resistance and/or
detoxification of antifungal molecules in fungi distantly related to S. cerevisiae. This strategy was used
to identify new actors involved in the ligninolytic system of Pleurotus ostreatus and in the sclerotial

melanization of Sclerotinia sclerotiorum (Nakazawa et al., Xu et al., 2022).

In this study, we used this combined approach to generate mutants of the basidiomycete Phanerochaete
chrysosporium that are resistant to Bagassa guianensis wood extractives (BWE), and identified the
causative mutation responsible for the resistance phenotype. B. guianensis is a tree belonging to the
Moraceae family with economic value in French Guiana. It is classified as a durable species, mainly
because of its extractives that contain compounds with antifungal properties (Perrot ef al., 2018, 2020;
Royer et al., 2012). We showed that BWE inhibit both growth and conidial germination of the wild type
strain of P. chrysosporium. We generated some mutants resistant to BWE and showed that these mutants

are able to use B. guianensis wood sawdust as a substrate, contrary to the wild type strain. The causative
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mutation responsible for this phenotype is located in a gene encoding a DENNDG6 protein, an orthologue
of the human DENNDG6 protein that is involved in endocytic recycling (Linford et al., 2012). The

putative role of this protein in BWE resistance is discussed.

2. Materials and methods

Preparation of Bagassa guianensis wood extractives and fungal growth conditions

Heartwood of Bagassa guianensis Aubl. was retrieved from Degrad Saramaca’s sawmill at Kourou in
French Guiana. Samples were ground to fine sawdust (0.2 to 0.4 mm) before to be Soxhlet-extracted
successively during 24 h using acetone. Acetone was then evaporated and dried extractives were stored
at -18 °C before use. The Bagassa Wood Extractives (BWE) were resuspended in DMSO at a final
concentration of 100 mg/mL.

The homokaryotic strain Phanerochaete chrysosporium RP78 was used in this study. Genomic
resources for this strain are available within the Mycocosm web portal of the Joint Genome Institute
database (Martinez et al., 2004; Ohm et al., 2014). Wild-type and mutated strains were maintained on
solid malt agar medium (MA) (malt extract (20 g.L") agar (30 g.L')) for storage. For phenotype

screening on solid medium, MA was supplemented with 100 ug.mL_1 of BWE or DMSO as a control.
For the antibiogram assays, Whatman paper discs were impregnated with BWE (from 100 pg to 1000
ug) or DMSO as a control.

Mutagenesis of P. chrysosporium conidia and screening for BWE resistant strains

Conidia of P. chrysosporium RP78 were obtained after 5 days of fungal culture at 37 °C on solid
sporulation medium (10 g.L™! glucose, 10 g.L"! malt extract, 2 g.L"! peptone from potato, 2 g.L"! yeast
extract, 1 g.L ! asparagine, 2 g.L"! KH,POs4, 1 g.L'! MgS04.7H20, 1 mg.L"! thiamine HCI, 30 g.L"! agar).
Conidia were directly irradiated on plates with UV light for 30 seconds. They were resuspended in sterile
water and filtered with Miracloth. The conidia concentration was determined by measuring the optical
density at 650 nm as previously described (Tien and Kirk, 1983). 10,000 conidia were then plated on
MA medium supplemented with 100 pg.mL"' of BWE and incubated at 37 °C until the growth of
individual mycelia. Mycelia were cultivated again on sporulation medium supplemented with 100
ug.mL! of BWE and 10,000 conidia were inoculated in 10 mL of malt extract (10 g.L™") supplemented
with 50 ug.mL"' of BWE. Single conidia progenies were then isolated and cultivated on sporulation
medium supplemented with 100 ug.mL! of BWE. Conidia from this medium were used as mutant lines

called bag mutants for further experiments.
Conidial germination measurements by nephelometry
Conidial germination of P. chrysosporium WT and bag mutant strains was followed using a

nephelometric reader (NEPHELOstar Galaxy, BMG Labtech, Offenburg, Germany). Conidia were
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obtained from 8 day-old mycelia grown on sporulation medium through a gentle scraping of the agar
plates and filtration through Miracloth. 10,000 conidia were resuspended in 200 pL of malt extract (10
g.L") in presence or absence of BWE (from 10 to 50 ug.mL") and incubated in the nephelometric reader
at 37 °C for 72 h. Relative nephelometric unit (RNU) values were calculated as previously described

(Joubert et al., 2010).

CO; measurements

CO; measurements were performed for P. chrysosporium WT and the bag4 mutant strains grown on B.
guianensis sawdust. Glass vials were filled with 2 grams of sawdust (0.5-2 mm particles) impregnated
with 5 mL of TK minimal medium (5 mM sodium acetate, pH 4.5, 1 % glucose, 0.2 g.L"! ammonium
tartrate, tween 1.8 %, 0.1 g.L! CaCly, 2 g.L'! KH,PO4, 0.5 g.L'! MgSOs, 1 mg.L"! thiamine, 44.5 mg.L-
' MnCl,, 70.2 uL veratryl alcohol, 3.5 % (vol/vol) trace medium [3 g.L! nitrilotriacetate, 6 g.L "' MgSOs,
2 gL' NaCl, 0.2 g.L'! FeSO4 - 7H,0, 0.2 g.L! CoCl,, 0.2 g.L! ZnSO4 - 7H,0, 0.2 g.L! CuSOs, 20
mg.L ! AIK(SOy) - 12H>0, 20 mg.L! H3BO3, 20 mg.L™! NaMoOs - 2H,0]) (Tien and Kirk, 1988). Two
fungal plugs were inoculated by vial and incubated at 25 °C. Carbon mineralisation was followed by
CO; measurements using a carbometer (LAMBDA laboratory instruments). Measurements were
performed every 3 or 4 days and the air in the sample was renewed by atmospheric air using a sterile
filter (0.2 uM). Values of CO, were obtained in % and converted in pmol of CO; using the formula of
ideal gas law (nCO, = (P(CO») * V) /(R * T)) with P(CO>) the atmospheric pressure (101 325 Pa), V =
150 mL (includes a 120 mL volume for the flask and 30 mL for pipes), R = 8,314 J.mol' K, and T =
25 °C. Quantity of CO; (in pmol) was multiplied by % of measured CO,. Values were then converted

in mg of CO; released.

Genomic DNA purification and sequencing

Genomic DNA extractions were performed from 3 day-old liquid cultures using QIAGEN DNeasy plant
kit. DNAseq was performed at the GeT-PlaGe core facility, INRAE Toulouse. DNA-seq libraries were
prepared according to Illumina’s protocols using the Illumina TruSeq DNA PCR-free HT Library Prep
Kit. Briefly, DNA was fragmented by sonication, size selection was performed using SPB beads (kit
beads) and adaptors were ligated to the fragments to be sequenced. Library quality was assessed using
an Advanced Analytical Fragment Analyzer and libraries were quantified by qPCR using the Kapa
Library Quantification Kit. DNA-seq experiments were performed on an Illumina MiSeq3000 using a

paired-end read length of 2x250 bp with the [llumina MiSeq3000 Reagent Kits.

Single nucleotide polymorphism (SNP) identification

All short reads from high-throughput sequencing were mapped to the reference genome of P.
chrysosporium RP78 v2.2 (Martinez et al, 2004; Ohm et al, 2014), available at
https://genome.jgi.doe.gov/Phchr2/Phchr2.home.html, using BWA (Li and Durbin, 2009). The VCF file
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containing the called SNPs was built with SAMtools (Li, 2011). SNPs were identified by filtering,

frequencies calculation, and visualization with SHOREmap v3.5 (Sun and Schneeberger, 2015).

Analysis of mutations in AGRS57_7124 alleles

The AGR57 7124 gene sequences were amplified by PCR with Gotaq G2 Flexi DNA polymerase from
the genomic DNAs of the wild-type P. chrysosporium strain and the bag mutant collection. Reactions
were performed in a final volume of 20 pL including 1X green Gotaq Flexi Buffer, 2 mM MgCl,, 0.16
mM dNTP, 0.1 uM forward and reverse primers, 50 ng of gDNA and 0.01 U/ul Gotaq G2 Flexi. The
sequences were amplified with the following primers (for : 5>’ATGGGTGTCACTGTCGAGG3’ and
rev : 5’"CTCGAACTTGAGCGTCGA3’). PCR was run as follows: 2 min at 95 °C, followed by 34
repetition cycles composed of 30 s at 95 °C, 30 s at 55 °C and 1 min 30 s at 72 °C. PCR products were
visualized on agarose gel and purified using PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare,
UK). Purified PCR products were cloned in pGEM-T vector according to manufacturer instructions
(promega A1360, USA). Purified recombinant plasmids were sequenced using T7P and SP6 universal
primers (GENEWIZ, UK).

Transformation of P. chrysosporium

Open reading frame (ORF) of AGR57 7124 gene was synthetized to remove Bsal and Bpil restriction
sites in DNA sequence (GeneCust compagny). The design of the synthetic gene was done to make it
suitable with Golden Gate vectors (Bpil compatible overhangs 5’ AATG/ggTTCG3’). The open reading
frame of AGR57_ 7124 was cloned into the Golden Gate level 0 vector pAGM1287 by digestion and
ligation reactions (Weber ef al., 2011) (SynBio@TSL website). To generate the main mutant allele of
AGRS57 7124 (GAA>AAA at position 976 in coding DNA sequence leads to Glu326Lys in protein
sequence), site directed plasmid mutagenesis was performed from recombinant Golden Gate level 0
vector with ORF of AGR57 7124 using Pfu polymerase. Mutagenesis was performed with the following
primers (for : 5 TGTCTCTTGCTCTGCAAACCAATACTGGTATAC3” and rev
5’GTATACCAGTATTGGTTTGCAGAGCAAGAGACA3’) (Agilent technologies). DNA sequences
were then verified by sequencing of recombinant Golden Gate level 0 vectors (Genewiz compagny). To
confirm expression of the proteins of interest, the ORF of mCherry was fused to the ORFs of
AGRS57 7124 (Bsal compatible overhangs 5’ AATG/ggTTCG3’; 35S promoter and octopine synthase
terminator) into the Golden Gate level 1 vector pICH47761. To select transformants of P.
chrysosporium, Golden Gate level 2 vectors pAGM4723 were built with three transcriptional units as
follows: phosphinothricin marker resistance (35S promoter, phosphinothricin CDS, octopine synthase
terminator), cytosolic marker (35S promoter, GFP CDS, octopine synthase terminator), and the
construct to express the protein coded by AGR57 7124 gene (35S promoter, AGR57 7124 CDS,
mCherry CDS, octopine synthase terminator). Final constructs into Golden Gate level 2 vectors

pAGM4723 were verified by digestion with Dralll restriction enzyme and used to transform
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Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) strain. P. chrysosporium transformations were done
according to Sugui et al., 2005. Briefly, conidia were cultivated for 24 h at 28 °C in presence of a 24 h
old suspension of A. tumefaciens strains treated with acetosyringone at 200 pM for 2 h. Then conidia
were plated on TK medium with 100 uM of phosphinothricine and 200 uM of cefotaxime. Plates were
incubated at 37 °C until the growth of individual mycelium. Then mycelia were subcultured on fresh

new plates with phosphinothricine and cefotaximine.

Phylogenetic analysis of DENN Domain proteins in fungal, plant and animal kingdoms.

All human DENND protein sequences were retrieved from Uniprot (The UniProt Consortium, 2023)
using protein IDs reviewed in Marat et al., 2011. DENND protein sequences of Homo sapiens,
Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe as well as
AGRS57 7124 protein sequence from P. chrysosporium were used as bait (Supporting Information Table
S3). Orthologous DENND protein sequences were retrieved in fungi (Morchella importuna CCBAS932
v1.0, Aspergillus nidulans, Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255, Trichoderma reesei QMo6a,
Magnaporthe oryzae 70-15 v3.0, Neurospora crassa OR74A4 v2.0, Podospora anserina, Candida
albicans SC5314, Saccharomyces cerevisiae S288C, Schizosaccharomyces pombe, Melampsora lini
CHS, Ustilago maydis 521 2,0, Coniophora puteana v1.0, Gloeophyllum trabeum v1.0, Phanerochaete
chrysosporium RP-78 v2.2, Pleurotus ostreatus PC15 v2.0, Rhizopogon vinicolor AM-ORI11-026 v1.0,
Serpula lacrymans S7.9 v2.0, Trametes versicolor v1.0, Cryptococcus neoformans var. grubii H99) and
plants (Physcomitrella patens v3.3, Selaginella moellendorffii vi1.0, Oryza sativa v7_JGI, Populus
trichocarpa v3.0, Arabidopsis thaliana TAIR 10, Chlamydomonas reinhardtii v5.5) from Mycocosm and
Phytozome web portals of the Joint Genome Institute using BlastP (Goodstein et al., 2012; Grigoriev et
al., 2014) and in animals (Homo sapiens, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Mus
musculus) from NCBI database. Sequences with E-value > 10~ were eliminated. The sequences were
then analyzed on ScanProsite database (de Castro ef al., 2006) to define the sequence of the DENN
domain from full length sequences. Phylogenetic analyses were conducted from sequences of DENN
domain using MEGA 7.0.26 software (Kumar et al., 2016). The analysis involved 149 amino acid
sequences and was done from 500 bootstrap test. All ambiguous positions were removed for each
sequence pair. There were a total of 1522 positions in the final dataset. The evolutionary history was
inferred using the Neighbor-Joining method (Saitou and Nei, 1987). The optimal tree with the sum of
branch length is of 82,30730681. The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same units as
those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary distances were
computed using the JTT matrix-based method (Jones ef al., 1992) and are in the units of the number of

amino acid substitutions per site.
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3D models of PcDENNDG6 and PcRabba calculated with AlphaFold

3D structure predictions of PcDENND6 and PcRABba GTPase were carried out with the AlphaFold
algorithm implemented in the ColabFold webserver
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/) (Mirdita et al., 2022). The full-length
sequences of PcDENNDG6 and PcRABba were used for the 3D prediction. The best ranked models had
global pLDDTs (predicted local distance difference test) >75 on a scale 0 — 100. For both proteins, the

calculated models showed high confidence in all the structured regions (pLDDT > 90 %). For
PcDENNDG, the regions Met1-His94 (N-terminal), Thr487-Glu545 (loop in the dDENN domain) and
Thr597-Pro611 (C-terminal) were predicted disordered as judged by their low pLDDT (< 50 %). To
obtain a putative model of complex between PcDENND6 and PcRABDba, the two structures were
individually superimposed onto their homologous counterparts present in the complex between
PcDENNDI1B and RAB35 GTPase (pdb 3TWS8) (Wu et al., 2011). The obtained complex did not show
severe clashes. The structures were analyzed using the Pymol visualizing software (The PyMOL

Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC.).

3. Results

Bagassa guianensis wood extractives inhibit conidial germination and hyphal growth of
Phanerochaete chrysosporium

The effect of BWE was tested on radial growth of P. chrysosporium using both antibiogram assays (Fig.
1A) and colony diameter measurements on solid BWE-containing medium (Fig. 1B). The antibiograms
revealed that a quantity of 300 pg on patches prevents hyphal growth (Fig 1A). When incorporated
within the culture medium, BWE decreased fungal growth by 60 % at a concentration of 100 ug.mL"!
of BWE after 3 days of culture and completely inhibited fungal growth at 200 ug.mL™! (Fig. 1B).
Germination of P. chrysosporium conidia was followed by nephelometry in presence of increasing
concentrations of BWE (Fig. 1C). A concentration of 20 pg.mL"' BWE allowed conidial germination
but at reduced speed compared to control. Germination was completely abolished from 30 pg.mL!
BWE. Altogether, these data confirmed the antifungal properties of acetonic extracts of BWE against

P. chrysosporium.
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Figure 1. Effect of acetonic Bagassa guianensis wood extractives (BWE) on hyphal growth and
conidial germination of P. chrysosporium RP78.

A. Inhibition of hyphal growth of P. chrysosporium RP78 in response to BWE using antibiogram assays.
Assays were performed with Whatman papers impregnated with different quantities of BWE (100 pg,
300 pg, 500 pg and 1000 pg) or with 10 pl of DMSO as control. Pictures were taken before incubation
and after 48 hours of growth at 37 °C.

B. Inhibition of hyphal growth of P. chrysosporium RP78 in response to BWE. A plug of P.
chrysosporium RP78 was placed at the center of MA medium supplemented or not with different
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concentrations of BWE (100 pg.mL ", 150 pg.mL ", 200 pg.mL ). Fungal cultures were incubated at 37
°C for 3 days.

C. Inhibition of P. chrysosporium germination in response to BWE. Germination of conidia was
followed during 72 hours at 37 °C in MA medium supplemented with different concentrations of BWE
or with DMSO as control. Fungal growth was measured in RNU for Relative Nephelometric Unit.
Standard deviation was calculated from 9 and 3 technical replicates for control and BWE conditions,
respectively.

bag mutants are more resistant to BWE than the wild type strain

After mutagenesis of P. chrysosporium conidia by UV, 50 fungal colonies were isolated on a selective
medium containing 100 ug. mL"' BWE. These mutants were named bag mutants (bag! to bag50). The
growth of 31 of them was further compared to the growth of the wild type strain in presence of 100
pug.mL! BWE (Fig 2A). All of them exhibited a better growth than the wild type after 4 days (Fig. 2A).
Among them, the bag? and bag4 mutants exhibited the highest growth rates in presence of 100 pg.mL"
'BWE, and bag23 and bag31 were the most resistant, being able to develop in presence of 200 ug.mL-
' BWE (data not shown).

Conidia of the bag2, bag4, bag23, bag31 and the other randomly selected bag/ mutant were produced
and collected. Their germination was followed by nephelometry in a control medium without BWE (Fig.
2B) and in presence of 30 ug.mL' BWE (Fig. 2C). In absence of BWE, similar growth patterns were
observed between the hag mutants and the WT strain (Fig. 2B). In presence of 30 pg.mL"! BWE, conidial
germination was fully inhibited for both the WT and the bag23 mutant, whereas conidia of bagl, bag?2,
bag4 and bag31 mutants were able to germinate (Fig. 2C).
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Figure 2. Resistance phenotype of bag mutants to BWE.
A. Hyphal growth of bag mutants in comparison to the wild type strain on MA medium supplemented

with 100 ug.mL_1 of BWE.
B. C. Conidial germination of WT, bagl, bag?2, bag4, bag5, bag23 and bag3 1 strains in control condition

(without extractives) (B) and in presence of BWE at 30 ug.mL_l(C). The concentration at 30 ug.mL_1 of
BWE has been chosen as reference because of complete inhibition of the WT strain at this concentration
(Fig. 1C). Standard deviation was calculated from 3 technical replicates.
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bag mutants release more CO; from B. guianensis wood sawdust than the wild type strain

To determine whether the resistance of the hag mutants to BWE has an impact on their capabilities to
degrade wood, the amount of CO, released from B. guianensis wood sawdust by the WT and the bag4
mutant strains was quantified over 6 months (Fig. 3). For the WT strain, cuamulative CO, emissions were
below 12 mg of CO> along the kinetics, suggesting that the WT strain is not able to use B. guianensis
wood sawdust as substrate. For the mutant strain bag4, the release of CO, was higher than the WT strain
from day 8, and was constant over time. The cumulative amount of CO» emission reached 635 mg after
6 months. These results demonstrate the ability of the bag4 mutant to use B. guianensis wood as
substrate, contrary to the WT strain, and suggest that the resistance of the bag4 mutant to BWE confers

an advantage to this strain for B. guianensis wood degradation.

186 days
Control
800 -
600
> WT
=
~ 400 -
o~
o
3
200 1
bag4
0-.—|_-|_-'_-|_-|_-'_-'_-'_
LI N O ~39 Nyv x§0
Time (day)

Figure 3. Mineralisation of B. guianensis wood by the WT and the bag4 mutant strains.

The fungal strains were incubated at 25 °C during 180 days and the CO- released was quantified using
a carbometer. The values of CO, were converted in mg and are displayed in time points of the
mineralisation process. The WT strain is displayed by blue bars and the bag4 mutant by orange bars.
Standard deviation was calculated from 2 technical replicates for both the WT and bag4 mutant strains.

Identification of the causative mutation for BWE resistance in bag mutants

To identify the causative mutation responsible for BWE resistance of the bag mutants, the two bag4 and
bag31 mutants were selected for whole-genome re-sequencing. A total of 1006 and 1301 SNPs were
identified respectively in the genomes of the bag4 and bag3 I mutants in comparison to the WT reference
genome. Among these SNPs, 50 and 64 correspond to non-synonymous mutations for bag4 and bag31
mutants respectively (Table S1 and S2). These SNPs were identified in 46 genes for the hag4 mutant
and 54 genes for the bag3] mutant (Table S1 and S2). Only one common SNP (C to T; scaffold 7 at
position 104070) was found in both genomes and is located in the gene named AGR57 7124 in the
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Fungidb database. This mutation led to an amino acid substitution, replacing a glutamic acid by a lysine
(E326K) (Fig. 4A). To determine if this mutation is present in the genomes of the other mutants of the
bag collection, the AGR57 7124 gene was amplified from the genomic DNA of 34 of the bag mutants
resistant to BWE and sequenced (Fig. 4B). Among them, 26 mutants showed mutations in the
AGRS57 7124 gene and for 15 of them, the mutation corresponds to the E326K substitution.

These results allowed us to propose the AGR57 7124 gene as a relevant putative candidate involved in
the resistance phenotype to BWE. To test this hypothesis, the WT allele and the mutated allele producing
the E326K variant of AGR57 7124 gene were expressed in the P. chrysosporium WT strain. The
transformants were selected on phosphinothricin-containing medium. The expression of the cassette was
confirmed by fluorescence detection of GFP as a cytosolic marker and of mCherry that was fused to
AGRS57 7124 gene (data not shown) (see Material and methods for details). The growth of these
transformants (T-AGR57 7124 expressing the WT allele of the gene, and T-bag4 AGRS7 7124
expressing the E326K variant) was analyzed in presence of 100 ug.mL™! of BWE, in comparison with
the WT and bag4 mutant strains (Fig. 4C). In this condition, only the transformant expressing the
mutated allele, and the bag4 mutant were able to grow. This confirms that the resistance of P.

chrysosporium to BWE is due to the production of the E326K-variant protein.
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Figure 4. Identification of causative mutations in the gene AGRS7_7124.

A. Graphical mapping of AGR57 7124 gene with the causative mutation located at the position
1929046 (G->A) on scaffold 8 (1928071 — 1930330).

B. Schematic representation of PcDENNDG6 protein with the corresponding substitutions identified in
the bag mutant collection. The DENN Domain is tripartite and composed of 3 modules as upstream
DENN (uDENN), central DENN (cDENN) and downstream DENN (dDENN). Substitutions are
represented by an asterisk with the name of the associated mutant.

C. Growth phenotypes of P. chrysosporium transformants expressing the mutant and the WT alleles of
AGRS57_7124 gene in comparison to the WT and the bag4 mutant strains. The transformants expressing
the mutant and the WT alleles of AGR57_ 7124 are named T-bag4 AGR57 7124 and T-AGRS57 7124
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respectively, with the T letter for transformant. Fungal strains were cultivated at 25 °C in agar medium

supplemented with 100 ug.mL_1 of BWE and pictures were taken after 3 days of growth.

AGRS7_7124 codes for a DENNDG6 protein

AGRS57_7124 encodes a protein containing a Domain with Unknown Function 1630 (DUF1630). The
protein coded by this gene was thus named PcDUF1630. Using the ScanProsite database, this domain
was identified as a DENN Domain (Differentially Expressed in Normal and Neoplastic cells Domain)
(de Castro ef al., 2006). In human, DENND proteins are part of a multigenic family composed of 18
genes coding for 55 proteins. Human DENND proteins cluster into eight families named DENNDI,
DENND2, DENND3, DENND4, DENNDS, DENND6, MTMR and MADD (Marat et al., 2011). These
proteins belong to a family of Guanine nucleotide Exchange Factor (GEF), whose all members are
activators of Rab GTPases.

The human DENND and PcDUF1630 protein sequences were used as baits to retrieve all DENND
proteins in S. cerevisiae, Sc. pombe and A. thaliana species. These sequences were then used to retrieve
orthologous DENND proteins in 20 fungal species, 6 plant species and 4 animal species. The
phylogenetic analysis of these sequences showed that they group into 13 clusters including the eight
human DENND families (Fig. 5). PcDUF1630 protein sequence is found in the DENNDG6 cluster, which
contains sequences from animal, plant and Basidiomycota species, suggesting that the AGR57 7124

encodes an orthologous protein of the human DENNDG6 and is thus named PcDENNDG6.
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Figure 5. Evolutionary relationships of DENN Domain families in fungal, plant and animal
kingdoms.

The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method and computed using the JTT
matrix-based method in the Mega7 software (Jones et al., 1992; Kumar et al., 2016; Saitou and Nei,
1987). Human sequences are indicated and were used as reference to define DENND families in the
phylogenetic tree (Marat et al., 2011). Branches without human DENND sequences were named
according to reviewed sequences (The UniProt Consortium, 2023). IDs of DENND sequences retrieved
in S. cerevisiae and P. chrysosporium are displayed in the phylogenetic tree.

The E326K mutation is located in the PcDENNDG6 protein at the interaction site with Rab-GTPase
proteins

The structure of PcDENNDG is predicted to have the typical fold of GEF proteins

The overall predicted fold of P. chrysosporium DENND6 corresponds to a central beta sheet surrounded
by alpha helices in a bi-lobed fashion, as previously described for this family of proteins (Wu et al.,
2011). The core DENN domain (cDENN) and the upstream DENN domain (uUDENN) stack together
with tight contacts, and the downstream DENN domain (dDENN) covers the cDENN domain with a
last alpha helix pointing towards the solvent (Fig. 6A). This predicted model was used as template to
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search against the Protein Databank for structural homologs using the PDBeFold tool (Krissinel and
Henrick, 2004). The best homologs were the GEF domain of DENNDIB in complex with RAB35
GTPase (PDB 3TWS8, rmsd of 2.39 A for 296 aligned alpha carbons) and the GEF domain of DENND1A
in complex with RAB GTPase (PDB 6EKK, rmsd of 2.50 A for 293 alpha carbons).

The amino acids that are mutated in the PcDENND6 sequence of the hag mutants were mapped onto
the modeled structure (Fig. 6A). Eight mutations are located in the disordered region at the C-terminus
of the downstream DENN domain (not represented in the figure because only well-structured predicted
regions are shown). In the uDENN and the dDENN domains, the mutations are mainly found in loops
or at the surface of the protein. In the cDENN domain, two mutations (E326K and K432E) lead to a
change of charge at the surface of the protein. Interestingly, the residue E326 is involved in two
hydrogen bonds with the side chains of H400 (from the cDENN domain) and R573 (from the dDENN
domain) and is probably important for the stabilization of the cDENN and the dDENN domains together.
The mutation of E326 to a positively charged lysine residue in the mutant E326K may destabilize the
two domains.

To compare both structures in the region near E326, a structural superimposition of the modeled
structure of PcDENND6 with DENNDIB (PDB 3TW8) was performed (Fig. 6B). In the structure of
DENNDI1B, this region corresponds to the interaction interface between DENND1B and the GTPase.
DENNDIB (cyan) interacts with the RAB35 GTPase (yellow) via several non-covalent interactions
including one H-bond between RAB35:R79 and DENND1B:H192 at the C-terminal end of helix 6 (Fig.
6C). In the modeled structure of PcDENNDG, the equivalent helix bears the acidic E326 residue at the
same position than R194 in DENND1B (residue at the interaction interface with the GTPase) (Fig. 6B).
In human, DENND6 activates RAB14 (Lindford et al., 2012). By searching orthologues of RAB14 in
the P. chrysosporium genome (version 2.2 on Mycocosm web portal of the Joint Genome Institute),
RABba was identified (protein ID : 2973368). A hypothetical model of the complex between
PcDENNDG6 and PcRABDba, was proposed based on the structure of the GEF domain of DENNDI1B in
complex with GTPase RAB35 (PDB 3TWS8) (Fig. 6D). In this model, the side chain of R82 from
PcRABDa is close to the region of residue E326. Additionally, the motif ‘YYRGA’ containing this R82
residue is conserved in both human and P. chrysosporium RAB GTPase sequences. From these results,
we suggest that this region is probably important for the complex formation between PcDENNDG6 and
RAB GTPase.
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Figure 6. Modeled structure of PcDENND6 with the mutations identified in bag mutants and in
complex with a potential RAB GTPase partner.

A. Structure of PcDENND6 and mapping of amino acid mutations identified in the bag mutant
collection. The three modules of the DENN Domain were identified and are represented : the upstream
domain (uDENN), the core domain (cDENN) and the downstream domain (dDENN).

B. Structural superimposition of the modeled structure of PcDENND6 with the human DENNDI1B
(PDB 3TW8).

C. Interaction interface between DENND1B and the RAB35 GTPase.

D. Modeled structure of PcDENND6 with PcRABba, the ortholog protein to HsRAB14 in P.
chrysosporium.

4. Conclusion

In this study, we highlight the efficiency of UV mutagenesis combined to whole genome resequencing
of BWE resistant mutants to identify new molecular actors involved in resistance mechanisms to wood

extractives in rot fungi. Among the collection, 76 % of the mutants showed a causal mutation in a gene
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coding for an ortholog of the human DENND®6 protein, suggesting a major mechanism of resistance to
the antifungal properties of BWE linked to the function of this protein. Although the molecular function
of DENND6 is not known in P. chrysosporium, its ortholog is involved in endocytic recycling in human,
suggesting that a mechanism linked to endocytosis leads to the resistance to BWE in this fungus (Linford
et al., 2012). A biochemical characterization of the DENNDG6 protein will provide information on both
its function and the potentiality that this protein could be a target of toxins present in the BWE.
Alternatively, the PcDENNDG6 could not be physically targeted by a toxin, but rather a mutated version

of this protein results in a gain of function related to a detoxification process.
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Table S1. Summary of the mutations identified in the genome of the bag4 mutant.

Position of
Base in
a base in Amino acid
Identity of the Alternative/ Region of DNA which is Resulting
Gene identifier the according to
scaffold reference mutant base affected by the change substitution
reference reference
sequence
sequence
AGRS57_827 scaffold 1 1737019 G A CDS S L
AGRS57_1241 scaffold 1 2695172 C A CDS R L
AGR57 1794 scaffold 2 571089 G T intronic/noncoding
scaffold_2 1866158 C T CDS S F
AGRS57_2419
scaffold 2 1866159 C T CDS S F
AGRS57_1996 scaffold_2 994606 G T CDS G A%
AGRS57_2068 scaffold 2 1127968 G A CDS P S
AGRS57_4000 scaffold_3 2364982 C T CDS S F
AGRS57_3251 scaffold_3 696781 G T CDS P T
AGRS57_3368 scaffold_3 926070 C T CDS P S
scaffold_3 1940559 T C CDS H R
AGRS57_3812
scaffold_3 1940656 C T CDS E K
AGRS57_4372 scaffold_4 761370 C A CDS Q K
scaffold 4 1202261 C T CDS H Y
AGRS57_4603
scaffold_4 106632 C T CDS A v
AGRS57_5668 scaffold_5 1208924 G A CDS S F
AGRS57_5390 scaffold_5 602115 A G CDS A% A
AGRS57_5827 scaffold_5 1545859 T C CDS F L
AGRS57_6058 scaffold_5 2008794 G A CDS S L
AGRS57_5947 scaffold_5 1768617 G A CDS S L
AGRS57_6650 scaffold_6 1079424 G A CDS Q *
AGRS57_6349 scaffold_6 462761 A C CDS L R
AGRS57_7118 scaffold_7 92036 A G CDS S P
AGRS57 7124 scaffold 7 104070 C T CDS E K
AGRS57_7162 scaffold 7 182780 G A splice_site_change
AGRS57_8406 scaffold_8 725988 G A intronic/noncoding
AGRS57_9613 scaffold_9 1490106 G A CDS E K
AGR57 10338  scaffold 10 1393250 G A intronic/noncoding
AGRS57_10340  scaffold 10 1395593 C A CDS A S
AGRS57_10648  scaffold 11 584854 C T CDS T I
AGRS57_10648  scaffold_11 584855 C T CDS T I
AGRS57_11335  scaffold 12 696261 G A CDS L F
AGRS7_11708  scaffold_13 228855 G A CDS P L
scaffold 13 768405 C T CDS T I
AGRS57_11973
scaffold 13 768406 C T CDS T I
AGRS57_12000  scaffold_13 838485 C T CDS D N
AGRS57 11998  scaffold 13 833772 G A intronic/noncoding
AGR57 12514 scaffold 14 779288 G A five_prime UTR
AGRS57 12707  scaffold 15 132567 G A three_prime UTR
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AGRS57_13158  scaffold 16 186161 C T CDS S L
AGRS57_13368  scaffold 16 610413 G T CDS A E
AGR57 13650  scaffold 17 429051 C T intronic/noncoding
AGRS57_13883  scaffold 18 276623 G C CDS R G
AGRS57 13973 scaffold 18 438733 T C intronic/noncoding
AGRS57_13967  scaffold 18 421555 G T CDS G C
AGR57_14132  scaffold 19 285815 T C CDS C
AGR57_14067  scaffold 19 122229 G A intronic/noncoding
AGRS57 14256  scaffold 20 76704 A G splice_site change
AGRS57_14583  scaffold 22 43867 G A three prime UTR
AGRS57_15117  scaffold 28 5479 A T CDS T S
Table S2. Summary of the mutations identified in the genome of the bag31 mutant.
Position of a Base in
Gene Identity of base in the the Alternative/ Region of DNA Amino acid Resulting
identifier scaffold reference reference mutant base which s affected  according to substitution
by the change reference
sequence sequence
AGRS57_346  scaffold 1 700916 C T CDS L F
AGRS57_2818  scaffold_2 2832102 C T CDS R C
AGRS57_1730  scaffold_2 457746 G A CDS E K
AGRS57_1948  scaffold 2 899205 A G CDS L P
AGRS57_2137  scaffold_2 1254971 A G CDS E G
AGRS57 2356  scaffold 2 1731833 C T three prime UTR
AGRS57_2239  scaffold_2 1463655 C T intronic/noncoding
AGRS57 3779  scaffold 3 1867898 G A three prime UTR
AGRS57 3056  scaffold 3 300900 G A five prime UTR
AGRS57_2935  scaffold_3 28017 G A three_prime_UTR
AGRS57 3937  scaffold 3 2245008 G T intronic/noncoding
scaffold_3 2095986 G C splice_site_change
AGRS57_3881
scaffold_3 2088151 C T CDS A \Y
AGRS57_4947  scaffold_4 1885717 A G CDS I T
AGRS57_5181  scaffold_5 92331 T C CDS K R
AGRS57_5275  scaffold_5 369658 A G CDS E G
AGRS57_5181  scaffold_5 92318 T G CDS Q H
AGRS57 5744  scaffold 5 1369986 G A three prime UTR
AGRS57_5203  scaffold_5 144620 G A CDS L F
AGRS57 5274 scaffold 5 361895 T C CDS \% A
scaffold 6 1352909 A G intronic/noncoding
AGR57 6776
scaffold_6 1352901 A G intronic/noncoding
AGRS57_6184  scaffold_6 139687 G A CDS P L
AGRS57_6344  scaffold 6 448209 G A CDS w *
AGRS57_6892  scaffold_6 1709186 G C CDS C S
AGRS57_7124  scaffold_7 104070 C T CDS E K
AGRS57_7090  scaffold 7 39320 A C five_prime UTR
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AGRS57_7625  scaffold_7 1260380 G A CDS R
scaffold 8 97914 A G CDS L
AGRS57_8082
scaffold_8 95437 C A three prime UTR
scaffold_8 928136 C T five_prime UTR
AGRS57_8504
scaffold_8 928137 C T five_prime UTR
AGR57 8081  scaffold 8 95018 G A intronic/noncoding
scaffold_8 95833 G T intronic/noncoding
AGRS57_8082
scaffold_8 98020 C T intronic/noncoding
scaffold_8 1734171 A G intronic/noncoding
AGRS57_8884
scaffold_8 1734163 C T intronic/noncoding
AGRS57_8081  scaffold_8 94792 T C CDS N
AGR57_9417  scaffold 9 1090506 G A CDS S
AGRS57 9601  scaffold 9 1471159 C G three prime UTR
AGR57_9801  scaffold 9 1882978 C T CDS
AGRS57_9256  scaffold_9 631412 C T CDS
AGRS57 9457  scaffold 9 1160597 C T intronic/noncoding
AGRS57_9982  scaffold 10 520862 G A intronic/noncoding
AGRS57_10234 scaffold_10 1117680 G T CDS A E
AGR57_10326 scaffold 10 1373584 G T intronic/noncoding
scaffold 12 837649 G C CDS S w
AGR57_11410 scaffold 12 837660 G A CDS A \%
scaffold 12 837661 G A CDS A \%
AGRS57_11874 scaffold 13 568834 C T CDS A A%
AGRS57_12966 scaffold_15 728132 G A CDS L F
scaffold_16 582344 C T CDS E K
AGR57_13356
scaffold_16 582485 C T CDS \% I
AGRS57 13376 scaffold 16 632827 C T five prime UTR
AGRS57 13515 scaffold 17 186862 G A intronic/noncoding
AGR57_14198 scaffold 19 445524 G A CDS T 1
AGRS57_14027 scaffold_19 45138 C T CDS P S
AGR57_14393 scaffold 20 341602 G A intronic/noncoding
AGRS57_14705 scaffold 22 294741 G A CDS R C
AGR57_14728 scaffold 22 338061 C T CDS L F
AGR57_14764 scaffold_23 108879 C A CDS P Q
AGRS57_14917 scaffold_24 195662 G A CDS R *
AGRS57_15334  scaffold_51 4551 C G CDS E D
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Table S3. ID of the DENND protein sequences used as bait to retrieve orthologous proteins in
animal, plant and fungal kingdoms.

Protein ID

Species

Database

DENIA

DENI1B

DENIC

DEN2A

DEN2B

DEN2C

DEN2D

DEND3

MYCPP HUMAN

DEN4B

DEN4C

DENSA

DENS5B

DEN6A

DEN6B

MADD HUMAN

MTMRS5 HUMAN

MTMRD HUMAN

H.sapiens

Uniprot
(The UniProt Consortium, 2007)

P36090

Q99222

YKL176C

P53237

YLR114C

S. cerevisiae

Saccharomyces Genome Database (SGD)
(Cherry et al., 1998)

AVL9

BHD1

YLF7

YBAG

YG76

DENN

S. pombe

Uniprot
(The UniProt Consortium, 2007)

AT1G49040.1

AT1G73930.1

AT2G20320.1

AT5G35560.1

A. thaliana

Tair
(Garcia-Hernandez et al., 2002)

AGR57 7124

P. chrysosporium RP78

Fungidb
(Stajich et al., 2012)
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Table S4. Protein IDs grouped in each DENND protein family in the phylogenetic analysis.

Division Subdivision Species DENND1 DENND2 DENND3 DENND4 DENNDS DENNDG MADD MTMR AVLY AFI1 Cluster 11 Cluster 12 Cluster 13 | Total
DENIA DEN2A DEN4B MTMRS
DEN2H DEN4C DENSA DEN6GA MADD | HUMAN
fertehrs 3
Chordata Vertehrata Homa sapiens Nm”“w i DEND Srir gy R crniidn | irhies 18
DEN2D HUMAN HUMAN
Arthropoda Hexapoda Drosophila melanogaster NP 665880.2 NP727281.2| NP647620.1 | NP 5722161 uﬁuw_ L | NPaTTa0L2 NP 57200 _ NP 648090.1 8
Nematoda Ghitadie Cacnorhabditis elegans Fa6F6. 1a FS2C124A | CS2EI24.1 FS3H13a CO2H7.3a | H28GO3.6 | T26A56.1 _ 220324 8
(class) ]
NP 001349902 | NP 001164032
NP NP D01074535 NP NP
Chordata Vertebrata Mus musculus NP 001349906 | NP 001343312 NP 033901 NP_001343304 | 13
2. 2 L) i
oot | Smtinai 001087223 | NP 001298068 001035789 | 001074499.2
i Pp3el2 18170 Pp3¢15 22380
3, ¢ 5
Bryophyta Bryophytina Physcomitrella patens v3.3 Pp3e26 9700 Pt 11450 Pated 25650
3
Lycophyta Selaginetia moellendorffii v1.0 118822 %mo_wm 445651 4
Loc
Oryza sativa v7_JGI LOC Os01g39380 LOC 0s03g15390 003605200 1 4
LOC 0502253700
Potri 002G25550
Tracheophyta 0
Spermatophytina el e i Potri. 0126060800 Potri. 0126060200 Potri 006614300 .
i ik Potri.015G049500 Potri.015G049900 0
Potri.018G06550
o | I
o . . AT2620320
Arabidapsis thaltana TAIRI0 AT1G49040 ATIG73930 ATSG35560 4
Chlorophyta | Chlorophytina | Chlamydamonas refhardtii vs.5 — |Cre12.g511600 Cre07.2352900 Cre06.2289450 3
Marchella impornuna CCBAS932 609914 |
33 33
Pezizomycetes e 533424 5073 soosta | g 5
Aspergitlus niduians 5693 519 .mm_u.m 4
N Pentcillium chrysogenum Wisconsin " . 146953
Eurotiomyeetes 54-1255 139903 149747 148924 %
116390
: 3283
Trichoderma reesei OMba 113283 | 117475 Litag 4
Magnaperthe oryzae 70-15 v3.0 4054 6811 M_ﬂw 4
Ascomycota 2892
6517 280
Sorduriomyeetes | Neurospora crassa OR74A v2.0 4468 3344 8
6318
3345
R
) 154596
Podospora anserina w7679 | 19e769 | 4
Saccharoment Candida albicans SC5314 4833 2525 2
DAY O [ o charomyces eerevisiae S288C 4134 5782 3789 3
Taphri haramyces pombe 1066 3647 4916 2614 4
Py Melcmp It CHS 196735 196205 201993 3
Ustilaginomyeotina Ustitago maydis 521 2,0 465 4311 347 3
Coniophora puteana v1.0 99518 56688 | 108255 3
Gloeophyllum rabewn v1.0 77890 141142 | 80490 3
Phanerochacte a@uwﬁ_.s_,_:s RP-78 P— I - P
- V2. |
Busidiomyeola | 4 - oricomycetes | Pleuratus osirearus PCI3 v2.0 1047778 1045321 |1062011 3
Rhizopogon ::_”..ﬂ&a. AM-OR11-026 799599 679112 862901 3
Serpula facrymans §7.9 v2.0 1187405 1148619 |1179896, 3
Trameres versicolor vi0 72463 147292 | 31020 3
remellomyectes | CrIPIOROGCIS nevformans var: grubii 3830 2764 3582 ”
remetlonyee 199 10777 10269 8034
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Chapitre III1: Etude du réle de la protéine DENNDG6 dans les
mécanismes de résistance aux extractibles de bois de B. guianensis chez

P. chrysosporium

1. Résultats

Dans I’¢tude précédente, nous avons identifi¢ une mutation dans le géne codant pour la protéine
DENNDG6 de P. chrysosporium, comme étant impliquée dans le processus d’acquisition de résistance
aux extractibles de B. guianensis de certains des mutants bag (Nguyen, 2020). Ces résultats nous ont
amenés a émettre 2 hypotheses principales :
1- DENNDS est la cible d’une molécule toxique présente dans les extractibles de B. guianensis.
2- DENNDG6 n’est pas la cible directe, mais est impliquée dans un processus plus général de

réponse au stress.

Chez les eucaryotes, les protéines DENND sont impliquées dans la régulation des voies du trafic
membranaire par leur interaction et activité avec de petites protéines appelées RAB GTPases (Barr et
Lambright, 2010). Chez I’homme, toutes les familles de protéines & domaine DENN ont été identifiées
avec une activit¢é Guanine nucleotide Exchange Factor (GEF) pour une ou plusieurs RAB GTPases
(Tableau 13) (Marat ef al., 2011). Cette activité se traduit par la dissociation du GDP des RAB GTPases
conduisant a la fixation de GTP. Dans un état lié¢ au GTP, les RAB GTPases sont actives et recrutent un
ensemble d’effecteurs permettant la régulation des voies d’endocytose et d’exocytose (Barr et
Lambright, 2010). Chez ’homme, deux genes codant pour des protéines DENND6 ont été identifiés.
Ces protéines sont appelées FAM116A et FAM116B, et ont été¢ renommées DENND6GA et DENND6B
dG a un pourcentage de similarité de séquences élevé avec les protéines a domaine DENN (Marat ef al.,
2011). La recherche de leurs protéines RAB GTPases partenaires a permis d’identifier une activité GEF
des protéines DENNDG6A et DENND6B pour la GTPase RAB14 (Linford et al., 2012). Plus
précisément, la protéine DENNDGOA recrute et active la GTPase RAB14 au niveau des endosomes de
recyclage. La délétion des génes codant les protéines DENNDG6A ou RAB14 a permis de mettre en
¢évidence leur role dans le transport endocytique et le recyclage de la protéase ADAMI10. L’altération
des processus de recyclage de cette protéine a conduit a une accumulation des niveaux de N-cadhérine
aux jonctions cellule-cellule. Ces défauts sont responsables d’une inhibition de la mobilité cellulaire
chez des cellules de mammiferes. A I’heure actuelle, les connaissances acquises sur la protéine
DENND®G sont restreintes a cette seule étude réalisée chez I’homme (Linford ef al., 2012). Dans le but

de caractériser DENNDG6 de P. chrysosporium pour apporter des ¢léments de réponse aux hypothéses
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émises concernant son role dans la résistance aux extractibles, nous avons recherché ses potentielles

RAB GTPases partenaires et mesuré son activité GEF in vitro.

Tableau 13. Tableau de synthése des RAB GTPases partenaires des protéines 2 domaine DENN

chez ’homme (Linford ef al., 2012; Marat et al., 2011).

RAB GTPases associées
Geéne Protéine
a une activité GEF
DENNDIA connecdenn 1 Rab35
DENNDIB connecdenn 2 Rab35
Rab35
DENNDIC connecdenn 3
Rab13
DENND2A Rab9a/b
STS Rab9a/b
DENND2B
HTS1 Rab34
DENND2C Rab9a/b
DENND2D Rab9a/b
Rabl12
DENND3
Rabl18
Ir1IB
DENND4A Rab10
MycPBP
DENND4B Rab10
DENNDA4C Rab10
DENNDSA Rab6IP1 Rab39
DENNDS5B Rab6IP1-like Rab39
FAM116A DENNDG6A Rabl14
FAM116B DENND6B Rab14, Rab35
Set Binding
Rab28
Factor 1 MTMRS5
Rab5a
SBF-1
Set Binding
Factor 2 MTMR13 Rab28
SBF-2
DENN/MADD
Rab3GEP
Rab3
MADD DENN-SV
Rab27a/b
1G20
1G20-SV2
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1.1 Identification des RAB GTPases de P. chrysosporium orthologues a HsRabl14,
partenaire de DENNDG6 chez I’homme

Afin d’identifier la protéine orthologue de HsRABI14 chez P. chrysosporium, des analyses
phylogénétiques des protéines RAB14 ont été réalisées chez 7 espéces de Basidiomycetes en utilisant
’outil BlastP avec HsRAB14 comme séquence de référence. L’embranchement contenant la séquence
HsRAB14 est présenté en figure 43. Un premier sous-embranchement contient les séquences protéiques
humaines HsRAB2, HsRAB4 et HsRAB14 ainsi que les séquences de 6 Basidiomycétes incluant P.
chrysosporium. La séquence de P. chrysosporium notée Pc_2912255 étant plus proche de HsRAB4 que
des autres séquences humaines, celle-ci a ét¢ nommée PcRAB4. Un deuxiéme sous embranchement
contient uniquement des séquences fongiques incluant les 7 Basidiomycétes de 1’étude. La séquence
Pc 2973368 inclue dans ce sous-embranchement a ainsi été considérée comme un second potentiel
orthologue de HsRAB2/4/14 et a ét¢ nommée PcRABDba en référence aux Basidiomycetes en attendant
une annotation plus canonique. Ces analyses ont ainsi permis d’identifier deux protéines orthologues de

la protéine HsRAB14 chez P. chrysosporium, nommées PcRAB4 et PcRABba (Fig. 43).

oa— Pc_2912255 —— PcRAB4
66 Tv_159077

n|L Gt_68501
wll — cp 115410
»L_ Rv_789007
2 Po_ 49493
" —i" L Hs Rab4
Hs Rabl4
Ea Hs Rab2
Po 1031719
00 Pc_2973368 — PcRABba
o Cp_96988
A — Gt 71713
I— SI 1077077
02 20 Rv_867972
D — 2 Tv_165202

Figure 43. Embranchement contenant la séquence protéique HsRAB14 dans P’arbre
phylogénétique des protéines RAB14 GTPases. Un total de 113 séquences a été utilisé pour construire
I’arbre phylogénétique des protéines RAB14 GTPase avec la méthode Neighbor-Joining sur le logiciel
MEGA 7.0.26 software (Kumar et al., 2016). Les distances évolutives ont été calculées en utilisant la
méthode basée sur la matrice JTT. Les protéines orthologues a HsRAB14 chez P. chrysosporium sont
indiquées en gras et ont été renommées en rouge.

1.2 Caractérisation fonctionnelle de PcRAB4 et PcRABba

Comme leur nom le suggere, les protéines RAB GTPases ont une activité GTPase. Le cycle catalytique
de ces protéines est régulé par deux familles de protéines appelées GEF pour Guanine nucleotide

Exchange Factor et GAP pour GTPase-Activating Proteins (Hutagalung et Novick, 2011). Les protéines
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GEF catalysent la dissociation du GDP des RAB GTPases ce qui conduit a la fixation de GTP et a leur
activation. Les protéines GAP activent la fonction GTPase des RAB GTPases ce qui conduit a
I’hydrolyse du GTP et a leur inactivation (Fig. 42). L’activité des GEFs et des GAPs permet ainsi
d’augmenter le taux d’hydrolyse de GTP par les RABs, soit par la catalyse de la dissociation du GDP,

soit par I’activation de la fonction GTPase des RABs.

Les protéines recombinantes His-PcRAB4 et His-PcRABba ont été produites en systéme hétérologue
chez la souche BL21 psBET d’FE. coli et purifiées par chromatographie d’affinité sur ions métalliques

immobilisés (IMAC) (Fig. 44).

A B

Elution Elution
MFET FSFA NRL ————— M FT FS Fl NR L
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37

<—— 28kDa
<«—— 29kDa
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Figure 44. Purification des protéines recombinantes His-PcRAB4 (A) et His-PcRABba (B). Les
protéines recombinantes ont été purifiées par IMAC et analysées par électrophorése dénaturante sur gel
de polyacrylamide 15 %. Les noms complets des abréviations utilisées sont les suivants : M (marqueur
moléculaire); FT (fraction totale); FS (fraction soluble); FI (fraction insoluble); NR (fraction non
retenue) et L (lavage). Le poids moléculaire des protéines recombinantes est indiqué.

Les activités GTPases de PcRAB4 et PcCRABDba ont été mesurées avec le kit GTPase-Glo™ Assay, dont
le fonctionnement est basé sur la détection de GTP restant en solution qui est converti en ATP puis en
bioluminescence (Fig. 45). Une diminution de luminescence refléte ainsi une diminution de GTP présent

en solution et traduit une activité GTPase des protéines.

Incubation o
GTP/GTPase - GTP + ADP Luciferine
® o [ ] o [ | ® + ATP
® i ® .. ® . wa
o L] @ |
@ - i GDP + ® Bioluminescence
ATP

Figure 45. Principe de fonctionnement des tests d’activité GTPase avec le kit GTPase-Glo™
Assay.
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Pour chacune des RAB GTPases étudiées, une diminution de luminescence relative a la concentration
de protéines recombinantes utilisée a été observée (Fig. 46). Ces analyses permettent de confirmer que

PcRAB4 et PcRABDba ont une activité GTPase.

o 1.5+
@
»
®
E
o 1.0~
c
: ‘_-\N\'\.
= PcRABba
2 0.5 PcRAB4
-
£
5
0.0 T T 1
0 1 2 3

[RAB GTPase] (UM)

Figure 46. Tests d’activité GTPase des protéines recombinantes His-PcRAB4 et His-PcRABba.
Les activités GTPases ont ét¢ mesurées a I’aide du kit GTPase-Glo™ Assay. Ces activités sont mesurées
a partir de la quantité de GTP restant en solution qui est converti en ATP puis en luminescence. Les
¢écarts-types ont été calculés a partir de 3 réplicats techniques.

1.3 Caractérisation fonctionnelle de PcDENND6

Optimisation des conditions pour la production et purification des protéines PcDENND6

Pour produire la protéine recombinante PcDENNDG, les séquences déposées dans les bases de données
Fungidb et JGI a partir des différentes versions du génome de P. chrysosporium ont été comparées
(Basenko et al., 2018; Grigoriev et al., 2014). Les séquences proposées dans la version 3.0 (JGI) et dans
la base de données Fungidb (en 2018) présentent une délétion de 92 et 234 acides aminés au niveau de
la partie N-terminale de la séquence protéique en comparaison a la version 2.2 (JGI). La séquence
annotée la plus longue (version 2.2 de JGI) a d’abord ét¢ amplifiée a partir des cDNA de P.
chrysosporium, confirmant que cette forme longue est exprimée chez P. chrysosporium. Dans le but de
déterminer quelle est la séquence peptidique fonctionnelle in vivo, trois tailles putatives de séquence ont
été prises en compte pour la production et la purification des protéines recombinantes de PcDENND6

(Fig. 47).

- La premiére a ét¢ nommée « pleine longueur — Full » (nombre d’acides aminés : 611, poids
moléculaire : 67,6 kDa) car elle correspond a la séquence codante annotée la plus longue. Elle
est retrouvée sur la version 2.2 de JGI et Fungidb (2019), et a été amplifiée a partir de cDNA de
P. chrysosporium.

- La deuxiéme a été nommeée « longueur intermédiaire — Short » (nombre d’acides aminés : 519,
poids moléculaire : 57,6 kDa). Elle a été sélectionnée dii a la présence d’un potentiel site

alternatif d’initiation a la traduction et a I’identification d’une région hydrophobe en partie N-
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terminal de la séquence. La forme intermédiaire correspond également a I’annotation la plus
proche de celle retrouvée sur la version 3.0 de la base de données JGI.
- Latroisieme a été¢ nommée « petite longueur - LEVAC » (Nombre d’acides aminés : 377, Poids

moléculaire : 41,5 kDa). Elle était référencée sur Fungidb en 2018.

Isoforme de

Structure
PcDENNDG6
Full
M
Pleine longueur 1 uDENN cDENN dDENN
ECLLLCE
Short
M
. yoqe . uDENN cDENN dDENN
Longueur intermédiaire 93
ECLLLCE
LEVAC
. uDENN cDENN dDENN
Petite longueur 235
ECLLLCE

—— 50 acides aminés

Figure 47. Représentation schématique des 3 isoformes de la protéine PcDENNDG6. Ces trois
isoformes ont été appelées « pleine longueur », « longueur intermédiaire » et « petite longueur » en
fonction de la taille de la séquence protéique. Le motif palindromique (ECLLLCE) dans lequel a été
identifié la mutation causale chez les mutants bag est indiqué en rouge et est présent dans chacune des
isoformes.

Afin de produire et purifier les 3 isoformes de PCDENNDG6, un ensemble de conditions a été expérimenté
(Tableau 14). L’optimisation des parametres de production des protéines recombinantes a permis de
produire et de purifier uniquement les protéines recombinantes de I’isoforme « longueur intermédiaire »
de PcDENND®. Les protéines recombinantes ont été produites fusionnées a une étiquette poly-histidine-
sumo permettant a la fois d’améliorer la production et la solubilité des protéines recombinantes et de les
purifier par chromatographie d’affinit¢ IMAC (Kuo et al, 2014). Une étape supplémentaire de
purification par chromatographie d’exclusion de taille et un clivage de I’étiquette poly-histidine-sumo
ont été réalisés (Fig. 48). Pour comparer I’activité de la protéine DENNDG6 sauvage a une variante
mutante identifiée au sein de la collection de mutants résistants aux extractibles de bois, la version
mutante de PcDENNDG6 (E234K) a été produite et purifiée en utilisant une stratégie similaire (Tableau
14, Fig. 48).
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Tableau 14. Conditions expérimentées et utilisées pour produire et purifier les versions sauvage
et mutante de la protéine PcDENNDG6.

Protéine

Isoforme

Vecteur
d’expression

Souche
d’expression

Température

Conditions
utilisées pour
la production
des protéines

recombinantes

Version
sauvage de
PcDENND6

« pleine
longueur »

pET15b

BL21 psBET

BL21
pRARE2

C41

Origami2

GroES GroEL
psBET

37°C

pCARGHO1

BL21 psBET

BL21
pRARE2

C41

Origami2

GroES GroEL
psBET

37°C

pBG102

C41

Origami2

GroES GroEL
psBET

BL21
pRARE2

Rosetta
pRARE2

C41 pRARE2

37°C

« longueur
intermédiaire »

pBG102

BL21
pRARE2

37-20°C

Rosetta
pRARE2

37°C

C41 pRARE2

37°C

Rosetta
pRARE2 (-
pLYS)

37-20°C

pBG102
BL21 pRARE2
20 °C

« petite
longueur »

pBG102

BL21
pRARE2

37-28-20
°C

Rosetta
pRARE2

37-28-20
°C

C41 pRARE2

37°C

Version
mutante de
PcDENNDG6
(E234K)

« longueur
intermédiaire »

pBG102

BL21
pRARE2

Rosetta
pRARE2 (-
pLYS)

37-20°C

pBG102
Rosetta
pRARE2 (-
pLYS)
20 °C
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Figure 48. Purification des versions sauvage (1) et mutante E234K (2) de I’isoforme « longueur
intermédiaire » de PcDENNDG. La stratégie de purification employée comprend trois étapes : (A) une
chromatographie d’affinité sur ions métalliques immobilisés, (B) une chromatographie d’exclusion de
taille et (C) une réaction de clivage de I’étiquette poly-histidine-sumo suivie par une chromatographie
d’affinité inverse sur ions métalliques immobilisés. Les protéines recombinantes ont été¢ analysées a
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chaque étape par électrophoreése dénaturante sur gel de polyacrylamide (15 % et 10 %). Les noms
complets des abréviations utilisées sont les suivants : M (marqueur moléculaire); FT (fraction totale);
FS (fraction soluble); FI (fraction insoluble); NR (fraction non retenue); L (lavage) et C (fraction de la
réaction de clivage de 1’étiquette poly-histidine-sumo). (A) Analyse des différentes fractions obtenues
par IMAC sur gel de polyacrylamide 10 %. (B) Analyse des différentes fractions obtenues par
chromatographie d’exclusion de taille sur gel de polyacrylamide 10 %. (C) Analyse des différentes
fractions obtenues aprés clivage de 1’étiquette poly-histidine-sumo et IMAC inverse sur gel de
polyacrylamide 15 %. Les bandes protéiques correspondants 8 PcDENNDG, la protéase HRV 3C et
I’étiquette poly-histidine-sumo sont représentées respectivement par des astérisques rouges, jaunes et
Noirs.

Apres purification des versions sauvage et mutante de PcDENNDG6, deux bandes ont été identifiées sur
gel SDS-PAGE (une a 58 kDa correspondant a la taille attendue et une a 48 kDa environ) (Fig. 48). Pour
déterminer si la bande supplémentaire correspond a un contaminant protéique ou une potentielle
dégradation des protéines recombinantes, les différentes bandes présentent sur le gel correspondant a la
version sauvage de ’isoforme « longueur intermédiaire » ont été analysées en LC-MALDI short run
(Plateforme protéomique — IBSLor — JB Vincourt) (Fig. 49). Ces analyses ont permis d’identifier des
peptides similaires entre les deux bandes protéiques, correspondant aux régions N-terminale et C-
terminale de la séquence de PcDENNDG6 et suggérant que la bande supplémentaire n’est pas un

contaminant ni un produit de dégradation.
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Figure 49. Profil de migration des protéines recombinantes PcCDENNDG6 (version sauvage de
Pisoforme « longueur intermédiaire ») par électrophorése dénaturante sur gel de polyacrylamide
10 %. Différentes quantités de protéines recombinantes ont été déposées (2,5 - 5 et 10 pg). Les bandes
protéiques ont été analysées en LC MALDI short run (Plateforme protéomique — IBSLor) et trois
polypeptides ont ¢été identifiés : une chaperone d’E. coli (astérisque rouge) et les protéines
recombinantes PcDENNDG6 (astérisques vert et bleu).

La différence de migration pourrait s’expliquer par une différence au niveau de 1’état redox de la protéine
dans le cas d’une réduction non-totale des cystéines (Zannini et al., 2017). En effet, une réduction

partielle des cystéines peut générer la formation d’un pont disulfure intramoléculaire et conduire a une
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augmentation de vitesse de migration des protéines recombinantes en comparaison aux protéines
totalement réduites. Afin de déterminer si 1’état redox des cystéines est responsable de la différence de
migration électrophorétique des protéines recombinantes PcCDENNDG6, leur profil de migration a été
analysé en présence d’agents réducteurs (B-mercaptoéthanol et TCEP) et/ou aprés dénaturation par la
température (Fig. 50). Aucune différence n’a été mise en évidence, les deux bandes sont visibles quelle
que soit la condition testée, suggérant que 1’état redox des cystéines n’est pas responsable de la présence
de cette bande supplémentaire. Comme aucune dégradation des protéines n’a été détectée

précédemment, cet extrait protéique a été utilisé pour la suite de cette étude.

kDa

100
75

50

37

25

Figure 50. Analyse des profils de migration des protéines recombinantes PcDENND6 (version
sauvage de l’isoforme « longueur intermédiaire ») en présence d’agents réducteurs et/ou apreés
dénaturation par la température, par électrophorése dénaturante sur gel de polyacrylamide 10
%. Les conditions qui ont été utilisées sont les suivantes : (1) — B-mercaptoéthanol, (2) + B-
mercaptoéthanol, (3) + B-mercaptoéthanol + 95 °C, (4) — B-mercaptoéthanol + TCEP, (5) — B-
mercaptoéthanol + TCEP + 95 °C, (6) + B-mercaptoéthanol + TCEP et (7) + B-mercaptoéthanol + TCEP
+ 95 °C. Pour chaque condition, 5 ug de protéines recombinantes ont été déposées.

Activités GEF des protéines PcCDENNDG6

Les RAB GTPases recombinantes de P. chrysosporium étant fonctionnelles, des tests d’activités ont été
effectués pour déterminer si les versions sauvage et mutée (E234K) de PcDENND6 ont une activité
GEF pour PcRAB4 et/ou PcRABba. L’activité GEF des protéines PcDENNDG6 a été¢ mesurée avec le
kit GTPase-Glo™ Assay, dont le fonctionnement est basé sur la détection de GTP restant en solution
qui est converti en ATP puis en bioluminescence (Fig. 45). En présence de leur protéine GEF, Ila
dissociation du GDP des RAB GTPases est accélérée ce qui permet d’augmenter le taux d’hydrolyse de
GTP par les RAB GTPases. Ainsi, si une activité GEF est présente, une diminution d’intensité de

luminescence est attendue en comparaison a une réaction contenant la GTPase seule.

Les tests d’activité GEF ont été réalisés avec les versions sauvage et mutante de PCDENNDG6 en absence

et en présence de la protéine PcRAB4 GTPase (Fig. 51 et 52). Ces tests sont basés sur la détection de
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GTP qui est converti en bioluminescence. De maniére inattendue, une diminution de luminescence a été

mesurée dans les controles contenant seulement les protéines DENNDG6 (Fig. 51).
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Figure 51. Mesures d’activité GTPase des versions sauvage et mutante (E234K) des protéines
recombinantes PcDENNDG6. Les activités GTPases ont été mesurées a 1’aide du kit GTPase-Glo™
Assay. Ces activités sont mesurées a partir de la quantité de GTP restant en solution qui est converti en
ATP puis en luminescence. Les écarts-types ont été calculés a partir de 3 réplicats techniques.

Ces résultats sont particuliérement surprenants car cela suggere une activité GTPase des protéines
recombinantes PcDENNDG6. Cette activité est dépendante de la concentration de DENNDG6 testée et la
version mutante (E234K) de PcDENND6 présente une activité GTPase plus faible que la version
sauvage. Ces résultats mettent en évidence une activité GTPase des protéines PcDENNDG6. L’activité
GTPase de PcRAB4 en présence de PcDENNDG6 (Fig. 52) n’a pas permis de détecter d’activité GEF
des protéines PcDENND6 pour PcRAB4.
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Figure 52. Tests d’activit¢ GEF des versions sauvage et mutante (E234K) des protéines
recombinantes PCDENNDG6 pour la RAB GTPase PcRAB4. Les activités GTPases ont été mesurées
a ’aide du kit GTPase-Glo™ Assay. Ces activités sont mesurées a partir de la quantité de GTP restant
en solution qui est converti en ATP puis en luminescence. Les écarts-types ont été calculés a partir de 3
réplicats techniques.

Ces résultats nous ont ainsi amenés a tester une autre méthode basée sur la fixation de GTP marqué avec
un fluorophore (N-MAR-GTP) sur les RAB GTPases (Kit RhoGEF Exchange Assay Biochem). Ce

dernier permet de suivre en temps réel des activités GEF grace a une augmentation de fluorescence
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émise lorsque le GTP est fixé aux RAB GTPases. Ainsi, une augmentation de I’intensité de fluorescence
refléte une fixation plus importante de GTP sur les RAB GTPase et traduit une activité GEF.

Un contrdle positif a d’abord été réalisé avec des protéines recombinantes humaines et a permis de
confirmer 1’activité GEF attendue de hDbs pour Cdc42 (Fig. 53A) (Cheng ef al., 2002). L’activité GEF
des versions sauvage et mutante de PcCDENND6 pour PcRAB4 et PcRABbDa a ensuite été¢ mesurée (Fig.
53B et C). En présence des versions sauvage et mutante de PcDENND6, une augmentation de I’intensité
de fluorescence est observée en comparaison aux réactions contréles contenant uniquement les GTPases
PcRAB4 et PcRABDba. Cependant, les réactions contréles contenant uniquement les GTPases présentent
une diminution d’intensité de fluorescence au cours du temps. Le profil obtenu pour PcRAB4 et
PcRABDa est assez surprenant car les GTPases recombinantes fournies dans le kit présentent un profil
de fluorescence stable ou en 1égére augmentation au cours du temps, di a la faible activité GTPase des
protéines en absence de leur protéine GEF partenaire (Fig. 54). La diminution d’intensité de fluorescence
observée pour PcRAB4 et PcRABbDa suggére une dégradation du fluorophore N-MAR-GTP et donc
I’hydrolyse de cette molécule par leur activité GTPase. Pour réaliser ce test, nous avons utilisé les
quantités de GTPases indiquées par le fabricant, cependant il est envisageable que dans notre cas la

concentration des GTPases PcRAB4 et PcRABDba soit trop importante.
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Figure 53. Tests d’activit¢ GEF des versions sauvage et mutante des protéines recombinantes
PcDENNDG pour les GTPases PcRAB4 et PcRABDba. Les activités GEF sont mesurées a I’aide d’un
fluorophore de GTP nommé N-MAR-GTP (RhoGEF Exchange Assay Biochem Kit). (A) Controle
positif d’activité GEF entre les protéines humaines hDbs et sa GTPase partenaire Cdc42. (B) Tests
d’activit¢é GEF des versions sauvage et mutante des protéines PCDENND6 pour PcRAB4. (C) Tests
d’activité GEF des versions sauvage et mutante des protéines PcCDENNDG6 pour PcRABDa. Les écarts-
types ont été calculés a partir de 3 réplicats techniques.
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Figure 54. Tests d’activité GEF des protéines hDbs avec les GTPases Cdc42, RhoA et Racl et
mesures des intensités de fluorescences pour les réactions contréles contenant uniquement les
GTPases (RhoGEF Exchange Assay Biochem Kit).

Les profils obtenus ne permettent donc pas de conclure sur une activité¢ GEF des protéines PCDENND6
pour PcRAB4 et PcRABba. Afin de pallier ces limites, ces activités seront mesurées a nouveau avec
une concentration de GTPase plus faible. Selon les résultats obtenus, une autre possibilité pourrait
¢galement étre d’initier les réactions avec les protéines DENND lorsque I’intensité de fluorescence

émise par le fluorophore atteint un plateau en présence de ces RAB GTPases.

Interactions par double hybride des protéines PcDENNDG6 et de leurs RAB GTPases partenaires
Pour déterminer si une des trois isoformes de la protéine PcDENND®6 interagit avec PcRAB4 et/ou
PcRABDba, des tests ont été réalisés par double hybride chez S. cerevisiae. L activité¢ des RAB GTPases
est régulée par 2 familles de protéines appelées GEF et GAP. Ces protéines interagissent avec les RAB
GTPases de maniére transitoire. La substitution des acides aminés impliqués dans la fixation du GDP et
GTP et dans I’hydrolyse du GTP permet de générer des variants de RAB GTPases pour lesquels les
interactions sont stabilisées avec leurs protéines partenaires (GEF et GAP) (Olkkonen et Stenmark,

1997). Ces acides aminés sont identifiés dans I’alignement présenté en figure 55.

Pour identifier de potentielles interactions entre PcDENNDG6 et des RAB GTPases, nous avons ainsi
considéré deux variants :

- Un variant présentant une plus grande affinité pour le GDP que le GTP. Ce variant est généré
grice a la substitution d’une sérine en asparagine au sein du motif « VGKS » (Olkkonen et
Stenmark, 1997). 1l est utilisé pour mimer un état li¢ au GDP et stabiliser une interaction entre
une RAB GTPase et une GEF.

- Un variant défectueux pour hydrolyser le GTP. Ce variant est généré grace a la substitution
d’une glutamine en leucine au sein du motif « WDTAGQ » (Olkkonen et Stenmark, 1997). 11
est utilisé pour mimer un état li¢ au GTP et stabiliser une interaction entre une RAB GTPase et

une GAP.
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Figure 55. Alignement multiple des séquences protéiques des RAB GTPases humaines. Les
séquences ont été récupérées sur les bases de données GenBank et Uniprot a partir des IDs indiquées
dans I’article Pereira-Leal et Seabra, 2001. Les acides aminés impliqués dans 1’association du GDP et
GTP et dans I’hydrolyse du GTP ont été numérotés par rapport a leurs positions identifiées au sein de la
séquence protéique HsRabla. Les acides aminés impliqués dans 1’association du GDP et GTP sont
surlignés en vert (sérine) et violet (thréonine). Les acides aminés impliqués dans 1’hydrolyse du GTP
sont surlignés en bleu (glutamine). La substitution d’un de ces acides aminés dans les séquences
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--EYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDTYTE----SYISTIGVDFKIRTIELDGK---------- TIKLQIWDTAGDERFR-TITSSYYRGAHGITI
--EYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDTYTE----SYISTIGVDFKIRTIELDGK-- -TIKLQIWDTAGQERFR-TITSSYYRGAHGII
—————— LFKYIIIGDTGVGKSCLLLOFTDKRFQ----PVHDLTIGVEFGARMITID-GK- -QIKLQIWDTAGQESFR-SITRSYYRGAAGAL
--NFDYMFKILIIGNSSVGKISFLFRYADDSFTP----AFVSTVGIDFKVK-TIYRND--—--———- KRIKLQIWDTAGQERYR-TITTAYYRGAMGFI
--NFDYMFKLLIIGNSSVGKTSFLFRYADDTFTP----AFVSTVGIDFKVK-TVYRHE-----——-—- KRVKLQIWDTAGQERYR-TITTAYYRGAMGFI
--NFDYMFKLLLIGNSSVGKTSFLFRYADDSFTP----AFVSTVGIDFKVK-TVYRHD----—-———- KRIKLQIWDTAGQERYR-TITTAYYRGAMGFL
------ LFKFLVIGNAGTGKSCLLHQFIEKKFK-~---DDSNHTIGVEFGSKIINVG-GK--~-------YVKLQIWDTAGQERFR-SVTRSYYRGAAGAL
777777 LFKFLVIGSAGTGKSCLLHQFIENKFK----QDSNHTIGVEFGSRVVNVG-GK-~--------TVKLQIWDTAGQERFR-SVTRSYYRGAAGAL
TGNKICQFKLVLLGESAVGKS SLVLRFVKGQFHEF----QESTIGAAFLTQTVCLDDT-========= TVKFEIWDTAGQERYH-SLAPMYYRGAQAAT
QASKICQFKLVLLGESAVGKS SLVLRFVKGQFHEY----QESTIGAAFLTQSVCLDDT---——---——- TVKFEIWDTAGQERYH-SLAPMYYRGAQAAT
AGNKICQFKLVLLGESAVGKS SLVLRFVKGQFHEY----QESTIGAAFLTQTVCLDDT-----—--—— TVKFEIWDTAGQERYH-SLAPMYYRGAQAAT
--NPLRKFKLVFLGEQSVGKTSLITRFMYDSFDNT----¥QATIGIDFLSKTMYLEDR--------—— TIRLQLWDTAGRERFR-SLIPSYIRDSAAAV
--NPLRKFKLVFLGEQSVGKTSLITRFMYDSFDNT----YQATIGIDFLSKTMYLEDR--------—— TVRLQLWDTAGQERFR-SLIPSYIRDSTVAV
--NPLRKFKLVFLGEQSVAKTSLITRFRYDSFDNT----YQAIIGIDFLSKTMYLEDG--------—-- TIGLRLWDTAGQERLR-SLIPRYIRDSAAAV
---KKVLLKVIILGDSGVGKTSLMNQYVNKKFSN----QYKATIGADFLTKEVMVDD - ————-————. RLVTMOIWDTAGQERFQ-SLGVAFYRGADCCV
---RDHLFKVLVVGDAAVGKTSLVQRYSQDSFSK----HYKSTVGVDFALKVLOWSDY - —-----—— EIVRLOLWDIAGQERFT-SMTRLYYRDASACV
--TYDYLFKLLLIGDSGVGKTCVLFRFSEDAFNS----TFISTIGIDFKIRTIELDGK--------—- RIKLQIWDTAGQERFR-TITTAYYRGAMGIM
--TYDYLFKLLLIGDSGVGKICLLFRFSEDAFNT----TFISTIGIDFKIRTIELDGK--------—- KIKLQIWDTAGQERFR-TITTAYYRGAMGIM
---KSSLFKVILLGDGGVGKS SLMNRYVTNKFDT----QLFHTIGVEFLNKDLEVDG—-———-———- HFVTMQIWDTAGQERFR-SLRTPFYRGSDCCL
---KSLLLKVILLGDGGVGKS SLMNRYVTNKFDS----QAFHTIGVEFLNRDLEVDG—-——--———- RFVTLQIWDTAGQERFK-SLRTPFYRGADCCL
--TYDLLFKLLLIGDSGVGKICVLFRFSDDAFNT----TFISTIGIDFKIKTVELQGK-----——--—- KIKLQIWDTAGQERFH-TITTSYYRGAMGIM
—————— LFKVVLIGDSGVGKSNLLSRFTRNEFN----LESKSTIGVEFATRSIQVD-GK---------TIKAQIWDTAGQERYR-AITSAYYRGAVGAL
—————— LFKVVLIGDSGVGKSNLLSRFTRNEFN----LESKSTIGVEFATRSIQVD-GK-------—--TIKAQIWDTAGQERYR-AITSAYYRGAVGAL

-~KIKLQVWDTAGQERFK-TITTAYYRGAMGII
—————— IFKYIIIGDMGVGKSCLLHQFTEKKFM----ADCPHTIGVEFGTRIIEVS-GQ- ~-KIKLQIWDTAGQERFR-AVTRSYYRGAAGAL
--QYDVLFRLLLIGDSGVGKTCLLCRFTDNEFHS----SHISTIGVDFKMKTIEVDGI-~------~~ KVRIQIWDTAGRERYQ-TITKQYYRRAQGIF
APSQPRVFKLVLLGSGSVGKS SLALRYVKNDFKS - - --— ILPTVGCAFFTKVVDVGAT--------—— SLKLEIWDTAGQEKYH-SVCHLYFRGANAAL
-KAKLAIWDTAGQERFR-TLTPSYYRGAQGVI
---NISIWDTAGREQFH-GLGSMYCRGAAAIT
RVNLAIWDTAGQERFH-ALGPIYYRDSNGAI
LHKFLIWDTAGQERFR-ALAPMYYRGSAAAT
DVRLMLWDTAGQEEFD-AITKAYYRGAQACV
AVKAQIWDTAGLERYR-AITSAYYRGAVGAL
KVKLQMWDTAGQERFR-SVTHAYYRDAHALL

--DYDYLIKFLALGDSGVGKTSVLYQYTDGKFNS----KFITTVGIDFREKRVVYRASGPDGATGRGQRIHLQLWDTAGQERFR-SLTTAFFRDAMGFL
--DYDYLIKLLALGDSGVGKITFLYRYTDNKFNP----KFITTVGIDFREKRVVYNAQGPNGS SGKAFKVHLOQLWDTAGQERFR-SLTTAFFRDAMGFL
---QDRQLKIVVLGDGASGKISLTTCFAQETFGK----QYKQTIGLDFFLRRITLPGN-----———- LNVTLQIWDIGGQTIGG-KMLDKYIYGAQGVL
—————— LFKIVLIGNAGVGKTCLVRRFTQGLFP----PGQGATIGVDFMIKTVEIN-GE---------KVKLQIWDTAGQERFR-SITQSYYRSANALI
-MMAIRELKVCLLGDTGVGKS SIVCRFVQDHFDHN----ISPTIGASFMTKTVPCGNE---—----—- LHKFLIWDTAGQERFH-SLAPMYYRGSAAAV
—---REHLFKVLVIGELGVGKTSIIKRYVHQLFSQ----HYRATIGVDFALKVLNWDSR-----——-—— TLVRLQLWDIAGQERFG-NMTRVYYKEAVGAF
QYVQIRIFKIIVIGDSNVGKTCLTFRFCGGTFP----DKTEATIGVDFREKTVEIE-GE--------~ KIKVQVWDTAGRQERFRKSMVEHYYRNVHAVV
PPARSRIFKIIVIGDSNVGKTCLTYRFCAGRFP----DRTEATIGVDFRERAVEID-GE-------—- RIKIQLWDTAGQERFRKSMVQHYYRNVHAVV
GTVGFKISKVIVVGDLSVGKICLINRFCKDTFDKN----YKATIGVDFEMERFEVLGI - - ------—~ PFSLQLWDTAGQERFK-CIASTYYRGAQAIIL
~-DYDHLFKLLIIGDSGVGKSSLLLRFADNTFSG----SYITTIGVDFKIRTVEINGE--------—- KVKLQIWDTAGQERFR-TITSTYYRGTHGVI
GTVGLKLSKVVVVGDLYVGKTSLIHRFCKNVFDRD----YKATIGVDFEIERFEIAGI - - -----——— PYSLQIWDTAGQEKFK-CIASAYYRGAQVII
---KEHLYKLLVIGDLGVGKTSI IKRYVHONFSS—----HYRATIGVDFALKVLHWDPE - - - - - —— -~ TVVRLQLWDIAGQERFG-NMTRVYYREAMGAF
—————— QFRLIVIGDSTVGKSCLLHRFTQGRFPGLRSPACDPTVGVDFFSRLLEIEPGK---------RIKLQLWDTAGQERFR-SITRSYYRNSVGGF
--AYDFLLKFLLVGDRDVGKSEILESLQDGAAES----PYSHLGGIDYKTTTILLDGQ-----———-—— RVKLKLWDTSGQGRFC-TIFRSYSRGAQGVI
--AYDFLLKFLLVGDSDVGKGEILASLQDGAAES----PYGHPAGIDYKTTTILLDGR--------—- RVKLQLWDTSGQGRFC-TIFRSYSRGAQGVI
--SYDYLLKFLLVGDSDVGKGEILESLQDGAAES----PYAYSNGIDYKTTTILLDGR-----——--—- RVKLELWDTSGQGRFC-TIFRSYSRGAQGIL
EYQSLCKSKLLFLGEQSVGKTSIISRFMYNSFGCA----CQATVGIDFLSKTMYLEDQ--------—— IVQLQLWDTAGQERFH-SLIPSYIRDSTIAV

protéiques des RAB GTPases est indiquée en rouge.

Afin d’identifier ces acides aminés au sein des séquences protéiques de PcRAB4 et PcRABDba, des
alignements de séquences ont été effectués avec des séquences de RAB GTPase humaines et les

protéines orthologues fongiques identifiées dans les analyses phylogénétiques des protéines RAB14

GTPase (Fig. 56).
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A

Hs_RAB2a 3 YAYLFKYIIIGDTGVGKSCLLLRFTDKRFQPVHDLTIGVEFGARMITIDG--KQIKLQIWDTA SFRSITRSYYRGAAGALLVYD 87
Hs_RAB4a 10 YDFLFKFLVIGNAGTGKSCLLHQFIEKKFKDDSNHTIGVEFGSKIINVGG--KYVKLQIWDTA! RFRSVTRSYYRGAAGALLVYD 94
Hs_RAB14 8 YSYIFKYIIIGDMGVGKSCLLHQFTEKKFMADCPHTIGVEFGTRIIEVSG--QKIKLQIWDTAS RFRAVTRSYYRGAAGALMVYD 92

Pc_RAB4 16 YDFLMKYIIIGEAGTGKSCLLHQFTHNSFKEHSQHTIGVEFSSRTVKLGE--KRIKLQLWDTAS RFRSVTRSYYRGAAGAILVYD 100
Tv_159077 17 YDFLMKYIIIGEAGTGKICLLHQFTHNSFKDHSQHTIGVEFSSRTVKLGE--KRIKLQLWDTA! RFRSVIRSYYRGAAGAILVYD 101
Gt_68501 17 YDFLMKYIIIGEAGTGKSCLLHQFTHNSFKDHSQHTIGVEFSSRTVKLGE--KKIKLQLWDTA! RFRSVTRSYYRGAAGAILVYD 101
Cp_ 115410 17 YDFLMKYIIIGEAGSGKSCLLHHFIHNAFKDHSQHTIGVEFSSRTIKLGE--KRIKLQLWDTAS RFRSVTRSYYRGAAGVILVYD 101
Rv_789007 17 YDFLMKYIIIGEAGTGKSCLLHHFTHNAFKDHSQHTIGVEFSSRTVKLGE--KRIKLQLWDTAS RFRSVTRSYYRGAAGVILVYD 101
Po_49493 17 YDFLMKFIVIGEAGTGKSCLLHHFIHNSFKDHSQHTIGVEFSSRTVNLGE--KRIKLQLWDTA! RFRSVTRSYYRGAAGAILVYD 101

Cp_96988
Rv_867972 WHYVLKFIITGDAGVGKSSLLIRLTDQRFLANPDPTLGVEFGSKLIKIPDEEKIVKLQCWDTAGTESFRSITRSYYRGAAGCLLVYD 92
PO_10317 19 6 WHYVFKFIITGDAAVGKSSLLIRLTDQRFLVNPDPTLGVEFGSKLIEIPEENKVIKLQCWDTAGTESFRSITRSYYRGAAGCLLVYD 92
S1_1077077 ¢ WHYVLKFIITGDAAVGKSSLLVRLTDQRFLTNPDPTLGVEFGSKLIEIPEEGKIVKLQCWDTAGTESFRSITRSYYRGAAGCLLVYD 92

WHYVLKFIITGDAAVGKSSLLVRLIDQRFLANPDPTLGVEFGSKLIEIPEEGKIVKLQCWDTAGTESFRSITRSYYRGAAGCLLVYD 92

B
Hs_RAB2a 3 YAYLFKYIIIGDTGVGKSCLLLQFTIDKRFQPVEDLTIGVEFGARMITIDG--KQIKLOIWDTA SFRSITRSYYRGAAGALLVYD 87
Hs_RAB4a 10 YDFLFKFLVIGNAGTIGKSCLLHQFIEKKFKDDSNHTIGVEFGSKIINVGG--KYVKLOIWDTAL RFRSVIRSYYRGAAGALLVYD 94
Hs_RAB14 8 Y¥SYIFKYIIIGDMGVGKSCLLHQFTEKKFMADCPHTIGVEFGTRIIEVSG--QKIKLOIWDTAL RFRAVTRSYYRGAAGALMVYD 92
Pc_RABba 6 WHYVLKFIITGDAAVGKSSLLVRLIDQRFLANPDPTLGVEFGSKLITIPEENKVVKLQCWDTAGTESFRSITRSYYRGAAGCLLVYD 92
Tv_165202 ¢ WHYVLKFIITGDAAVGKSSLLVRLIDQRFLANPDPTLGVEFGSKLITIPEENKIVKLOQCWDTAGTESFRSITRSYYRGAAGCLLVYD 92
Gt_71713 6 WHYVLKFIITGDAAVGKSSLLVRLTDQRFLANPDPTLGVEFGSKLITIPEENKIVKLQCWDTAGTESFRSITRSYYRGAAGCLLVYD 92
6
6

Figure 56. Alignement multiple des séquences protéiques regroupées dans les embranchements
contenant PcRAB4 (A) et PcRABba (B) dans les analyses phylogénétiques des protéines RAB14
GTPases. Le nom des séquences est annoté par 1’abréviation du nom de I’espéce et I’ID de la séquence
protéique. Les séquences humaines RAB2, RAB4 et RAB14 GTPases ont ét¢ inclues dans 1’alignement
comme référence. Les acides aminés impliqués dans 1’association du GDP et GTP sont surlignés en vert
(sérine) et violet (thréonine). Les acides aminés impliqués dans 1’hydrolyse du GTP sont surlignés en
bleu (glutamine) et orange (thréonine). Les noms complets des abréviations utilisées sont les suivants :
Pc (Phanerochaete chrysosporium); Tv (Trametes versicolor), Gt (Gloephyllum trabeum);, Cp
(Coniophora puteana); Rv (Rhizopogon vinicolor); Po (Pleurotus ostreatus) et Sl (Serpula lacrymans).

Deux variants (S33N et Q78L) ont ainsi été générés pour la protéine PcRAB4 et trois variants (S23N,
T70L et T70Q) dans le cas de la protéine PcRABba. De maniére intéressante, la glutamine en position
70 (sur la séquence de HsRAB14) conservée au sein des séquences RAB GTPases humaines n’est pas
conservée dans la séquence protéique de PcCRABDba et est substituée par une thréonine. Nous avons donc

généré un troisieéme variant, comme contrdle, ou la thréonine est substituée par une glutamine.

Tableau 15. Récapitulatif des variants de RAB GTPases et des substitutions générées. La position
des acides aminés mutés est indiquée pour les GTPases PcRAB4 et PcRABba, et HsRABla comme
référence.

RAB GTPase Etat lié au GDP Etat lié au GTP
HsRABla S25N Q70L
PcRAB4 S33N Q78L
PcRABba S23N T70L

Concernant la protéine PcCRAB4 GTPase, aucune interaction n’a été détectée entre les variants de
PcRAB4 (sauvage, S33N, Q78L) et les 3 isoformes de la protéine PcCDENNDG6 sauvage (Fig. 57). Il en

est de méme pour les 3 isoformes de la version mutante de la protéine PcDENND6 (E234K) et les
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variants de PcRAB4 (Fig. 57). Ces résultats suggerent ainsi I’absence d’interaction des protéines

P