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Abréviations 
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PCR = Polymerase Chain Reaction 
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SSP = Small Secreted Protein 
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I) Présentation du laboratoire 

L'Unité Mixte de Recherche 1136 Interactions Arbre Microorganismes (IAM) est une unité sous 

co-tutelle INRA et Université de Lorraine composée de 46 membres permanents 

(http://mycor.nancy.inra.fr/IAM/). Trois équipes la composent : 1) Ecogénomique des 

interactions ; 2) Ecologie des champignons pathogènes ; 3) Réponses au stress et régulation 

redox. C'est au sein de cette troisième équipe localisée sur le site de la Faculté des Sciences et 

Technologies de Nancy que mon stage s'est déroulé. 

Cette équipe composée de 9 membres permanents étudie la réponse au stress chez les plantes 

et les champignons avec comme organismes modèles le peuplier et le champignon de 

pourriture blanche Phanerochaete chrysosporium.  

 

II) Les champignons dégradeurs de bois 

A) Les mécanismes de dégradation 

Les dégradeurs de bois jouent un rôle majeur dans le cycle du carbone des écosystèmes 

forestiers. Les champignons réalisant ce travail sont les pourritures. Il en existe deux grands 

groupes : les pourritures blanches et les pourritures brunes. Les organismes composant ces 

deux groupes diffèrent par leur capacité à dégrader ou non la lignine et par les mécanismes 

utilisés pour dégrader  les structures polysaccharidiques de la paroi végétale.  

La paroi végétale est composée de trois éléments majoritaires (Figure 1):  

- La lignine est un composé polyphénolique 

formé de 3 sous-unités : l'alcool 

coumarylique, l'alcool coniférylique et 

l'alcool sinapylique dont les pourcentages 

sont variables selon le type de cellule et les 

essences. Elle représente entre 15 et 25% 

de la biomasse végétale. 

- La cellulose est un polymère de D-

glucoses reliés par des liaisons β-1,4. 

C'est le polysaccharide le plus présent sur terre constituant 35 à 50% de la biomasse 

végétale. 

Figure 1 : Représentation schématique de l'organisation des 3 princpaux composants 

de la paroi végétale (source : http://www.thermo-color-bois.fr). 

http://mycor.nancy.inra.fr/IAM/
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- Les hémicelluloses sont des composés polysaccharidiques formés par de nombreux 

sucres parmi lesquels on retrouve le glucose, le mannose ou le galactose ainsi que des 

acides uroniques. Elles interagissent avec les fibres de cellulose et avec la lignine, 

participant ainsi à la rigidité de la paroi. 

 

Les pourritures blanches sont appelées ainsi car le processus de dégradation utilisé par ces 

organismes entraîne un blanchissement du bois colonisé. Ces pourritures sont les seules à 

pouvoir dégrader la lignine par des mécanismes enzymatiques faisant intervenir des lignine et 

des manganèse péroxydases H2O2 dépendantes ainsi que des laccases (Hammel and Cullen., 

2008).  En parallèle de la dégradation de la lignine, ces champignons possèdent aussi un 

cocktail enzymatique leur permettant de déstructurer la cellulose et l'hémicellulose. La 

première est dégradée par des cellulases (endoglucanases, cellobiohydrolases et β-

glucosidases) qui vont pouvoir fixer le substrat via un domaine CBM (carbohydrate binding 

module). La seconde de par sa plus grande complexité va nécessiter l'intervention d'enzymes 

supplémentaires. Certaines sont responsables du clivage de la chaine principale (xylanases, 

estérases) tandis que d'autres permettent le débranchement des chaines latérales 

(arabinofuranosidases). Grâce à leurs capacités de dégradation, ces champignons se sont 

révélés très intéressants d'un point de vue biotechnologique avec par exemple des utilisations 

dans le traitement du papier, des textiles ou même de déchets dangereux.  

Les pourritures brunes quant à elles peuvent uniquement dégrader la cellulose et 

l'hémicellulose par le biais de glycosides hydrolases mais également par la formation de radiaux 

hydroxyles HO•.  Ce composé oxydant pouvant dégrader les polysaccharides de la paroi et 

modifier légèrement la lignine est formé lors de la réaction de Fenton (Fe2+ + H2O2  Fe3+ + HO- 

+ HO•) (Arantes et al., 2011). La lignine subira donc seulement quelques modifications 

chimiques laissant ainsi au bois une couleur brune.   

 

B) La dégradation du bois, un processus générateur de stress 

Récemment, des études phylogénomiques ont été menées afin de mettre en lien la présence 

de certains gènes avec les capacités de dégradation de ces espèces. Il semblerait que 

l'évolution de 4000 familles de gènes soit corrélée au style de vie des pourritures blanches 

(Nagy et al., 2016). Parmi ces familles on retrouve des oxydases, des peroxydases ou des 
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cellobiohydrolases, mais également un nombre important de gènes impliqués dans la 

résistance au stress et la détoxification. 

Cela a permis de révéler que la 

dégradation du bois était un processus 

induisant un stress chez les espèces 

lignolytiques.  

Ces stress peuvent être causés par des 

espèces réactives de l'oxygène ou alors 

par des composés appelés "extractibles" 

(Figure 2). Ces petites molécules sont 

appelées comme cela car facilement 

extraites du bois grâce à des solvants. On y retrouve des terpènes, des glucides ou encore des 

composés phénoliques, dont les proportions varient selon les essences. Ils représentent entre 1 

et 10% de la masse  du bois (Valette et al., 2017). 

Ces composés apportent au bois certaines propriétés, mais se sont également révélés être des 

molécules antifongiques. Certaines vont pouvoir inhiber l'action de laccases, bloquer la réaction 

de Fenton en piégeant le Fe3+ ou l'H2O2, ou même se fixer directement sur les enzymes et ainsi 

empêcher la dégradation du bois. D'autres encore vont bloquer la synthèse de chitines et de 

glucanes ou même agir en déréglant l'homéostasie des cellules. Le carvacrol par exemple est un 

terpène pouvant causer une dérégulation du flux de calcium entrant dans les cellules ce qui va 

par la suite entrainer une  altération de la paroi (Valette et al., 2017). 

Dans le but de comprendre de quelle manière les champignons dégradeurs de bois parviennent 

à se développer en présence de ces molécules, des analyses transcriptomiques ont été menées 

sur Phanerochaete chrysosporium en présence d'extractibles de chêne (Thuillier et al., 2014). 

Les résultats ont révélé une induction de gènes codant des protéines impliquées dans des 

systèmes de dégradation, de détoxification et de réponse au stress. Le résultat novateur de 

cette analyse fut l'induction de plusieurs gènes codant pour des petites protéines sécrétées de 

fonction inconnue (SSP). 

 

Figure 2 : Exemples de molécules présentes dans les extractibles. a) exemples de 
terpènes ; b) exemples de composés phénoliques (Source : d'après Deroy, 2015). 
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III) Les petites protéines sécrétées 

A) Généralités 

Les SSP ont été définies comme des protéines de moins de 300 acides aminés et possèdant un 

peptide signal de sécrétion (Feldman et al., 2017). A cette définition peut se rajouter la 

présence d'au moins 4 cystéines dans la séquence (Valette., 2017). La plupart des SSP sont 

retrouvées chez des champignons interagissant avec des plantes, quels que soient leurs modes 

de vie, et il s'avère que pour les cas étudiés ces SSP tiennent un rôle majeur dans ces 

interactions. Certaines comme des lipases, protéases ou CAZymes participent à l'acquisition de 

nutriments, d'autres à la défense du champignon, alors que les hydrophobines peuvent 

favoriser le développement du mycélium (Kim et al., 2016). Chez Laccaria bicolor, une espèce 

ectomycorhizienne, la protéine MiSSP7 est un effecteur qui se révèle être indispensable à la 

symbiose avec la plante hôte (Plett et al., 2011). Cette protéine permettrait l'élongation de 

l'hyphe au sein du système racinaire en rendant  les cellules de la plante favorables au 

mutualisme. Il en va de même pour la protéine SP7 du champignon endomycorhizien Glomus 

intraradices qui est un effecteur contribuant au développement de la symbiose en contournant 

le système immunitaire de la plante (Kloppholz et al., 2016). A l'opposé, chez le pathogène 

Heterobasidion annosum il a pu être démontré qu'un groupe de 8 SSP induisait une mort 

cellulaire chez le pin Nicotiana benthamiana, et qu'en particulier la protéine HaSSP30 induisait 

la mort cellulaire dans les 2 jours suivant l'infection (Raffaello and Asiegbu., 2017). Certaines 

SSP présentes chez les champignons du genre Aspergillus ont la capacité de fixer des enzymes 

comme des cutinases afin d'en améliorer l'activité de dégradation des tissus végétaux. Il a 

également été proposé que les SSP puissent jouer un rôle dans la protection du champignon 

face à des stress induits lors de la dégradation de la biomasse (Terauchi et al., 2017). 

Si les études sur les SSP chez les champignons mycorhiziens et pathogènes commencent à 

s'accumuler, celles concernant les organismes saprotrophes et notamment les pourritures 

restent encore rares. En 2002 une étude a montré qu'une protéine sécrétée (swollenin) par 

Trichoderma reesei possède une séquence proche de celles des expansines des plantes 

(Saloheimo et al., 2002). Ces protéines, impliquées dans la modification de la structure des 

parois agissent en créant des ruptures au sein des liaisons hydrogènes des fibres de cellulose, 

activité  que possède également la swollenin. A l'origine suspectée de participer au remodelage 
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de la paroi lors de l'élongation de T. reesei, il s'avère qu'en réalité elle fait partie d'un cocktail 

enzymatique chargé de dégrader la biomasse végétale.   

 

B) La protéine SSP1 de Phanerochaete chrysosporium 

L'organisme étudié au sein du laboratoire est le basidiomycète Phanerochaete chrysosporium. 

Ce champignon de la classe des agaricomycètes est un organisme modèle ayant permis de 

nombreuses études du système enzymatique extracellulaire des pourritures blanches 

permettant de dégrader la lignine. Son génome composé d'environ 35 millions de paires de 

bases et 13 602 gènes répartis sur 10 chromosomes a été le premier génome de basidiomycètes 

séquencé. P. chrysosporium possède respectivement 10 et 5 gènes codant des lignine 

peroxydases et des manganèse peroxydases impliquées dans la dégradation de la lignine, ainsi 

que 166 gènes codant des glycosides hydrolases, 14 carbohydrates estérases et 57 glucanosyles 

transférases dont le rôle est de dégrader la cellulose ou les hémicelluloses (Martinez et al., 

2004). 

La protéine Pc_SSP1 de P. chrysosporium, dont le gène est induit en présence d'extractibles de 

chêne (Thuillier et al., 2014),  est composée de trois parties : un peptide signal de sécrétion,  

une partie N-terminale conservée avec 4 cystéines et une partie C-terminale variable riche en 

alanine et glycine, mais son rôle est à l'heure actuelle complètement inconnu.  

Son orthologue a été identifié dans des secrétomes de Trametes versicolor en culture sur bois 

(Deroy., 2015). En particulier, cette protéine (ProtID 136431 dans la base de données du JGI) a 

été visualisée dans les secrétomes d'écotypes de T. versicolor prélevés sur hêtres dans la nature 

puis mis en contact avec du chêne in vitro. Cette protéine n'a en revanche pas été identifiée 

dans les secrétome d'écotypes prélevés sur chêne et remis en contact avec cette même 

essence (Figure 3). Ces résultats laissent penser que SSP 136431 pourrait être spécifiquement 

secrétée en réponse à la toxicité de molécules extractibles de chêne pour les organismes qui ne 

sont pas adaptés à cet environnement. 
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Figure 3 : Gel SDS-PAGE sur le secrétome de T. versicolor sur chêne (source : Deroy., 2015). 

 

Le rôle physiologique de Pc_SSP1 est encore inconnu, cependant au vu de ces résultats 

préliminaires, c'est vers un rôle dans les mécanismes de réponse au stress induit par les 

extractibles que s'orientent les hypothèses actuelles.  

 

C) Pa_3780, Pa_2010 et les protéines Gas 

Une méthode pour l'étude du rôle physiologique d'une protéine est la création de mutants de 

surexpression ou de délétion. Cependant les méthodes de transformations classiques se sont 

avérées inefficaces chez P. chrysosporium. Des tests de transformation par biolistiques 

(transformation par le biais d'un canon à ADN) ou par lipotransfection (endocytose de vésicules 

lipidiques contenant de l'ADN) ont été tentés mais le taux de réussite était extrêmement faible 

(Valette., 2017). Il a donc été nécessaire de trouver un autre organisme fongique chez qui ces 

modifications seraient réalisables. Le choix s'est porté vers un organisme coprophile : 

Podospora anserina. Ce champignon poussant sur les excréments d'herbivores est capable de 

dégrader la biomasse. C'est un organisme modèle, couramment utilisé comme outil génétique 

car facilement manipulable pour la création de mutants surexpresseurs ou knock-out. De plus, il 

a un cycle de vie court et aisément maitrisable d'environ 7 jours. Des orthologues de ssp1 ont 

été recherchés au sein de son génome et deux gènes ont pu être mis en évidences : 3780 

(ProtID JGI 208230) et 2010 (ProtID JGI 209725)(séquences en Annexe 1). Les protéines 

correspondantes sont également de fonction inconnue. Cependant une homologie de 

séquences a été identifiée par blastP pour Pa_3780 avec une "gas like protein" du pathogène 

Grosmannia clavigera (Figure 4). Cette homologie de 71% se situe au niveau de la partie N-

terminale des deux protéines. 
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Figure 4 : Alignement partiel des séquences protéiques de Pa_3780 et Gasl-like de G. clavigera disponible sur la page descriptive de Pa_3780 
sur le site du JGI ( ). https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Podan3&id=208230

Les protéines Gas (Glycolipid Anchored Surface) sont des protéines impliquées dans le 

remodelage de la paroi chez les champignons et plus particulièrement dans l'élongation des 

chaines de glucanes. Ce composé majeur, synthétisé par des β-1,3-glucane synthases ancrées 

dans la membrane lipidique, est un homopolymère de glucoses formant une couche épaisse de 

β-1,3-glucane à laquelle viennent s'ancrer les molécules de chitines et des mannoprotéines 

(Figure 5).  Les molécules de  β-1,3-glucane sont clivées formant de courtes chaines qui vont 

ensuite venir se brancher de manière latérale sur les chaines nouvellement créées (Figure 6) 

permettant la création de cette couche épaisse dans la paroi. Les protéines Gas catalysent les 

deux étapes de cette élongation : le clivage et le transfert (Mouyna et al., 2000). Ces enzymes 

sont des glucanosyl-transférases et appartiennent à la famille des Glycosides Hydrolases 72 

(GH72) dans la base de données des Carbohydrate Active Enzymes (CAZY) 

(http://www.cazy.org/). 

 

Figure 5 : Schéma représentatif de la paroi des champignons (Fesel et 
Zuccaro., 2016). 

 

 

Figure 6 : Schéma récapitulatif de l'élongation de la chaine de β-
1,3-Glucane (d'après Mouyna et al., 2013). 

 

 

https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Podan3&id=208230
http://www.cazy.org/
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Les membres de cette famille partagent une même conformation modulaire (Popolo and Vai., 

1999) (Figure 7). Côté N-terminal on retrouve un peptide signal de sécrétion suivi du domaine 

catalytique GH72 dans lequel deux glutamates sont conservés chez tous les membres de la 

famille GH72. La partie C-terminale commence par un linker et une Cys-box comportant en 

moyenne 6 cystéines. Selon la présence ou l'absence du domaine Cys-box, les membres de la 

famille GH72 sont répartis dans deux groupes : GH72+ pour ceux possédant ce domaine et 

GH72- pour ceux ne le possédant pas. Les protéines Gas se terminent par un domaine riche en 

sérine puis dans certains cas par un signal glycosylphosphatidylinositol (GPI) permettant 

l'ancrage à la membrane (Ragni et al., 2007).  

 

Figure 7 : Représentation schématique de la répartition en domaines de la protéine Gas1 de Saccharomyces cerevisiae. Les deux étoiles 
représentent les résidus catalytiques E161 et E262 (Ragni et al., 2007). 

Ces protéines Gas, appelées également Gel (Glucan-Elongating glucanosltransferase), Phr (pH-

regulated) ou Epd (Essential Pseudohyphal development) selon les espèces sont présentes chez 

de nombreux organismes quels que soient leurs modes de vie.  

C'est chez Saccharomyces cerevisiae que les Gas ont tout d'abord été identifiées. On en 

dénombre cinq (Gas1-5) et Gas1 a été parmi les premières à être caractérisées (Ram et al., 

1998). La délétion du gène gas1 se traduit par une diminution de la quantité de β-1,3-glucane 

dans les parois, un taux de chitine anormalement élevé ainsi qu'une faible croissance et des 

anomalies structurales. Gas2 et Gas4 quant à elles jouent un rôle dans la formation des spores 

et leur délétion entraine une diminution de la capacité de sporulation (Ragni et al., 2007). 

Chez des espèces pathogènes, ces protéines jouent un rôle essentiel dans l'infection des 

plantes. La protéine Gas1 de Fusarium oxysporum par exemple est indispensable à la croissance 

du champignon le long des pieds de tomates (Caracuel et al., 2005). Sa délétion réduit 

fortement la virulence et a permis de démontrer pour la première fois le rôle d'une protéine 

Gas dans un mécanisme de pathogénicité. Chez Magnaporthe oryzae la délétion de trois 

protéines Gel abolit la capacité de la souche à causer la pyriculariose du riz, et il a été démontré 

que Gel3 participerait directement à l'invasion de la plante (Samalova et al., 2016). 
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IV) Objectifs du stage 

L'objectif principal de ce stage est de préciser le rôle physiologique de la protéine Pc_SSP1 de P. 

chrysosporium. 

L'hypothèse de départ était que cette protéine, ainsi que ses orthologues chez P. anserina 

pouvaient avoir un lien avec la famille des protéines Gas. Cela reposait dans un premier temps 

sur des homologies de séquences, que ce soit entre Pa_3780 et une protéine Gas de G. 

clavigera, ou alors par la présence chez Pc_SSP1, Pa_3780 et Pa_2010 d'un domaine DUF3129 

(numéro d'accession : pfam1132) côté N-terminal, domaine de fonction inconnue mais partagé 

également par plusieurs protéines Gas. De plus, des similarités phénotypiques sont venues 

étayer cette hypothèse. En effet les mutants Δ3780 et Δ2010 chez P. anserina présentent le 

même phénotype de sensibilité au rouge Congo que le mutant Δgas1 de S. cerevisae. 

 

Ce travail s'est organisé en 3 grandes parties : 

 

1) Après avoir identifié les séquences codant des protéines SSP1-like dans les génomes de 

divers champignons avec des modes de vie variés, la première étape a été de mener une 

analyse phylogénétique de ces séquences dans le but de rechercher une corrélation 

éventuelle entre l'évolution de ces séquences, la taxonomie des espèces considérées et 

leurs modes de vie. 

2) La seconde partie de ce stage a concerné l’analyse phénotypique des mutants Δ3780 et 

Δ2010 de P. anserina et Δgas1 de S. cerevisiae soumis à différents agents chimiques  

ciblant la paroi et d'analyser la fonction potentielle de Pc_SSP1, Pa_3780 et Pa_2010 par 

complémentation fonctionnelle de ces mutants. 

3) Enfin, la dernière partie a consisté en une caractérisation biochimique de ces protéines 

après production et purification des protéines recombinantes en hôte hétérologue 

bactérien. 
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I) Matériel biologique 

A) Séquences protéiques 

L'ensemble des séquences protéiques sont présentées en Annexe 1. 

B) Souches bactériennes 

Escherichia coli DH5α : Cette souche, utilisée pour le clonage, a été créée pour optimiser 

l'efficacité des transformations par mutation d'une recombinase et l'inactivation d'une 

endonucléase. 

Génotype = F-Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK
-, mK

+) phoA supE44 λ- 

thi-1 gyrA96 relA1.  

Escherichia coli BL21 (DE3) pSBET : Souche utilisée pour la production de protéines 

recombinantes eucaryotes. C'est une version optimisée de la souche BL21 permettant 

l'utilisation de deux codons rares pour l'arginine (AGG et AGA). 

Génotype  = F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3) pSBET (Kn). 

Escherichia coli Rosetta 2 (DE3) : Souche utilisée pour la production de protéines 

recombinantes eucaryotes. C'est un dérivé d'E. coli BL21 possédant la capacité d'utiliser des 

codons rares chez les bactéries (AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCC, CGG). 

Génotype : F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3) pRARE2 (CamR). 

C) Souches fongiques 

Podospora anserina S : Champignon appartenant au groupe des ascomycètes et à la classe des 

sordariomycètes. C'est une espèce facilement manipulable génétiquement et qui est utilisée 

pour des observations phénotypiques et la création de mutants de délétion (Δ3780 et Δ2010). 

Son génome est disponible en ligne sur le site du JGI 

(https://genome.jgi.doe.gov/Podan3/Podan3.home.html). 

Phanerochaete chrysosporium RP78 : Champignon appartenant au groupe des basidiomycètes 

et à la classe des agaricomycètes. Cette souche homocaryotique (deux noyaux identiques) est 

utilisée au laboratoire pour l'étude de la protéine Pc_SSP1. Son génome est disponible 

(https://genome.jgi.doe.gov/Phchr2/Phchr2.home.html). 

Saccharomyces cerevisiae BY4742 : Cette souche sauvage, ainsi que le mutant de délétion  

Δgas1 ont été fournis par Johannes Hermann (Université de Kaiserslautern). Ces deux souches 

ont été utilisées pour des tests de phénotypages et elles présentent une auxotrophie à l'uracile. 
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Les transformations de S. cerevisiae se font à l'acétate de lithium selon un protocole adapté de 

Gietz et al (1992). 

Génotype : Matα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0. 

D) Plasmides 

Les cartes des plasmides sont disponibles en Annexe 2. 

pET26B : Plasmide utilisé pour la production de protéines chez E. coli. Le gène est placé sous la 

dépendance du promoteur et du terminateur T7 et le plasmide apporte une étiquette 6 

histidines côté C-terminal. 

pAKS125 : Plasmide utilisé pour la complémentation chez P. anserina. Il permet une fusion du 

gène avec l'étiquette HA (Human influenza hemagglutinin epitope. Le promoteur précédant ici 

le gène est le promoteur T3. 

p426-GPD : Plasmide pour la complémentation chez S. cerevisiae. Le gène est sous la 

dépendance du promoteur fort GPD (Glycéraldéhyde-3-Phosphate Déshydrogénase). 

E) Amorces 

La liste des amorces utilisées pour l'amplification des 4 gènes (ssp1, 3780, 2010 et gas1) est 

proposée en Annexe 3. Cinq autres couples d'amorces ont servi au suivi de l'expression des 

gènes par PCR quantitatives. 

II) Milieux et conditions de culture 

Les milieux utilisés pour les cultures sont : Milieu Luria Bertani ou milieu ZYM5052 avec ajout 

d'antibiotiques pour les cultures d'E. coli, un milieu de sporulation et le milieu de culture Tien 

and Kirk pour P. chrysosporium, le milieu M2 pour P. anserina et enfin les milieux YPD et YNB 

pour S. cerevisiae. Tous ces milieux sont autoclavés à 120°C avant leur utilisation. Leur 

composition est présentée en Annexe 4. Les cultures d'E. coli et de P. chrysosporium sont 

réalisées à 37°C, celles de P anserina à 25°C, et enfin celles de S. cerevisiae à 30°C. 

Pour les observations phénotypiques, des traitements par divers agents endommageant la 

paroi ont été effectués. Les produits utilisés sont le sorbitol, le rouge Congo, la caspofungine, le 

calcofluor et des extraits acétoniques de chêne. Les quantités utilisées sont précisées dans la 

présentation des résultats. 
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III) Manipulation d'acides nucléiques 

A) Extractions 

1) Extractions plasmidiques 

Les plasmides utilisés sont stockés dans la souche E. coli DH5α. Les extractions sont réalisées 

grâce à un kit fourni par la société GE Healthcare (Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit) selon les 

recommandations du fournisseur. 

2) Extraction des ARN totaux et synthèse d'ADNc 

Ces extractions sont réalisées à l'aide d'un kit fourni par la société Qiagen (Plant RNA 

Purification Kit: RNeasy Plant MiniKit) dont le protocole modifié est présenté en Annexe 5. 

Les ADN complémentaires ont été synthétisés à partir de 500ng d'ARN totaux à l'aide du kit 

iScript Reverse Trancrition Supermix de BioRAD selon les recommandations du fournisseur. 

Cette enzyme permet de produire des ADNc avec un ratio 1/1 par rapport à la quantité d'ARNm 

ajoutée. 

B) Clonages 

1) Amplification des gènes d'intérêt 

L'amplification des 4 gènes d'intérêt a été réalisée 

par PCR (Polymrase Chain Reaction) à partir des 

ADNc synthétisés et en utilisant une polymérase 

haute-fidélité (Herculase, Agilent) en suivant les 

recommandations du fournisseur. Les cycles sont 

détaillés dans la Figure 8. 

La vérification des produits PCR se fait par 

électrophorèse sur gel d'agarose 1%. Puis les fragments PCR attendus sont récupérés par 

découpage du gel et purifiés sur colonne avec le kit IllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band 

Purification de la société GE Healthcare. L'élution se fait dans 80µL d'H2O milliQ. 

2) Digestion et ligation 

Digestions 

Le volume final de la réaction est de 90µL. Les enzymes de restriction utilisées pour les 

différents clonages sont fournies par Thermo Scientific et sont présentées en Annexe 3. Le 

fragment PCR et le plasmide pour lequel il est destiné sont digérés par les mêmes enzymes en 

Figure 8 : Détail des cycles pour les PCR Herculase 
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suivant les recommandations du fournisseur afin de produire des extrémités compatibles. La 

purification est réalisée grâce au kit IllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification. 

Dans le cas de vecteurs digérés par une seule enzyme, une déphosphorylation est nécessaire 

avec l'enzyme FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Scientific) selon les 

recommandations du fournisseur. 

Ligation dans un vecteur d'expression 

L'insert et le vecteur linéarisé sont mélangés avec un rapport 3 pour 1 pour un volume maximal 

de 16µL puis le mélange est chauffé 1 minute à 50°C. La ligation s'effectue après ajout de la T4 

DNA ligase (Thermo Scientific) et son tampon selon les recommandations du fournisseur. 

C) Transformations et vérification de la présence de l'insert 

Des PCR sur colonies ont été utilisées pour s'assurer 

de la présence des plasmides contenant les inserts 

en utilisant l'enzyme GoTaq G2 Flexi (Promega) 

selon les recommandations du fournisseur. Le 

déroulement des cycles est détaillé dans la Figure 9.  

Après extraction plasmidique, une seconde 

vérification par digestion du plasmide est également 

nécessaire pour prouver la présence de l'insert. Les plasmides sont ensuite envoyés en 

séquençage à la société Genewiz afin de vérifier l'intégrité de la séquence nucléotidique. 

Les transformations chez E. coli sont réalisées soit par choc thermique (selon le protocole de la 

société Addgene), soit par électroporation (Dower et al., 1988).  

D) Analyses de l'expression des gènes ssp1, 3780 et 2010 par qPCR 

Les PCR quantitatives sont réalisées en microplaques de 96 puits. 2µL d'ADNc à 0,25 ng.µL-1 ou 

5ng.µL-1, 5,5µL d'un mélange d'amorces sens et antisens à 0,8µM chacune et 7,5µL d'iQ SYBR 

Green Supermix (Bio-Rad) sont ajoutés dans chacun des puits. La réaction comporte une 

première étape de dénaturation de 3 minutes à 95°C, puis 39 cycles avec une dénaturation de 

15 secondes à 95°C et une hybridation/élongation de 1 minute à 60°C. Enfin, pour la réalisation 

de la courbe de dénaturation ou melting-curve, un gradient de température est réalisé de 65°C 

à 95°C en montant d'un degré par seconde. La qPCR est réalisée à l'aide du CFX 96-Real Time 

System (Bio-Rad). Les ratios d'expression sont calculés selon la méthode du 2-ΔΔCt, après avoir 

Figure 9 : Détail des cycles pour les PCR GoTaq. 
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vérifié l'efficacité des amorces. Le gène rapporteur utilisé pour la qPCR chez P. chrysosporium 

est celui codant pour l'ubiquitine, tandis que pour P. anserina c'est celui codant pour la 

glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase qui a été retenu. 

ΔΔCt = (Ctéchantillon condition testée – Ctéchantillon condition standard)-(Ctrapporteur condition testée – Ctrapporteur condition 

standard). 

IV) Production de protéines recombinantes chez E. coli 

Les souches d'E. coli utilisées (Rosetta 2 et BL21), possèdent le gène codant pour la T7 RNA 

polymerase sous le contrôle du promoteur lacUV5, promoteur inhibé par la présence de LacI. 

Deux méthodes d'induction ont été utilisées : la 1ère est une induction à l'IPTG afin de lever 

l'inhibition par LacI. La seconde méthode est une induction par le milieu ZYM5052. Ce dernier 

offre 2 sources de carbone qui sont le glucose et le lactose. Le glucose sera utilisé comme 

source principale dans un premier temps afin de produire de la biomasse, et le lactose dans un 

second temps sera utilisé puis transformé en allolactose afin de lever l'inhibition du promoteur 

lacUV5 et de produire la protéine d'intérêt. La production des protéines par ces deux 

techniques est présentée dans la Figure 10. Les milieux sont ensuite centrifugés et le culot 

bactérien est soumis à sonication (2 fois 1 minute). Afin de récupérer la phase soluble 

l'échantillon est centrifugé 30 minutes à 15000rpm.  

 

Figure 10 : Représentation schématique des 2 méthodes d'induction pour la 
production de protéines recombinantes chez E. coli. A) Induction à l'IPTG ; B) 

Induction par le milieu ZYM5052. 
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V) Purification de protéines recombinantes 

A) Chromatographie d'affinité IMAC 

L'IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) est une technique de chromatographie 

utilisant une colonne chargée d'ions nickel (Ni2+) dans le but de retenir par chélation les 

protéines portant une étiquette 6 histidines. La colonne est fournie par la société Qiagen et le 

déroulement de la purification s'effectue selon les recommandations du fournisseur. Les 

protéines éluées sont concentrées en cellules de concentration amicon (membrane YM10) sous 

pression d'azote. Les protéines seront retenues par la membrane tandis que le tampon passera 

à travers.  

B) FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) 

Les échantillons (volume de 1mL maximum) sont ensuite déposés sur une colonne Superdex 

200 16/600 et la résine qu'elle contient permet une séparation des protéines dont la taille varie 

entre 10kDa et 600kDa, selon leur taille et leur état d'oligomérisation. La colonne est équilibrée 

par un tampon Tris-HCl 30mM NaCl 500mM. Le système est piloté par un automate Aktä 

Purifier (GE Healthcare). Les protéines éluées sont concentrées comme décrit ci-dessus. 

C) Electrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

Les protéines sont mélangées à un tampon Laemmli 5X et chauffées à 95°C 10min avant d'être 

déposées dans un gel de polyacrylamide 15%. La migration s'effectue dans un tampon de 

migration entre 120 et 180V. La révélation des signaux protéiques sur gel s'effectue grâce à des 

incubations successives dans une solution de coloration puis dans une solution de décoloration. 

La composition des différentes solutions et tampons est présentée en Annexe 6. 

VI) Dosage d'activité glucuronidase 

Cette méthode de dosage est basée sur le clivage et le relargage de méthylumbelliferone à 

partir du complexe MUG (4-Methylumbelliferyl-β-D-glucuronide). Pour le dosage d'activité, les 

milieux réactionnels contiennent 50µL de protéines (entre 6,7 et 74,5ng selon les fractions), 

50µL de tampon phosphate de sodium pH6 et 50µL de substrat MUG à 500µM. La réaction dure 

60 minutes à 60°C sous agitation à 800rpm, puis 100µL de Tris 2,5M pH10 sont ajoutés pour la 

stopper. La fluorescence due au relargage de la méthylumbelliferone est mesurée en 

microplaque à 460nm avec une excitation à 380nm grâce à un lecteur à fluorescence (EnSight 

multimode Plate Reader (PerkinElmer)). 
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VII) Analyses évolutives 

L'ensemble des séquences utilisées dans ces analyses ont été récupérées sur le site du JGI 

(https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) par blastP sur les séquences protéiques 

de Pc_SSP1, Pa_3780 et Pa_2010 avec un cut-off de 10-5. Les alignements de séquences ont été 

faits par CLUSTALW, avec les logiciels BioEdit et SeaView. Les arbres ont quant à eux été 

réalisés à l'aide du logiciel MEGA7. 

La clusterisation des séquences a été réalisée en collaboration avec une équipe de 

mathématiciens (Christophe Guyeux et Jean Claude Scharr de l'Université de Bourgogne 

Franche Comté). La méthode utilisée consiste dans un premier temps en un alignement 

multiple des protéines avec muscle, puis une matrice de distance entre chaque couple de 

séquence en est déduite à l'aide de l'algorithme de Needleman-Wunch qui attribue une valeur 

entière d'autant plus grande que les séquences sont proches. Les scores de substitution entre 

acides aminés ont été récupérés de la matrice Blosum 62. Puis cette matrice de distance a été 

transformée en matrice de similarité en divisant chaque ligne par son maximum, en enlevant à 

la matrice des 1 cette dernière puis en rendant symétrique la matrice obtenue. La matrice 

obtenue contient des 0 sur la diagonale et plus la similarité entre séquences est faible plus le 

nombre se rapproche de 1. 

  

https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf
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Résultats 
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I) Analyse évolutive des protéines SSP1-like 

Dans le but de rechercher s'il existait une corrélation entre l'évolution des protéines SSP1-like 

et les modes de vie des champignons les possédant, les séquences protéiques de Pc_SSP1, 

Pa_2010 et Pa_3780 ont été blastées (blastP) sur l'ensemble de la base de donnée du JGI 

(https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) avec un cut-off de 10-5. Les 1500 

résultats obtenus ont été alignés et les séquences les plus divergentes ont été éliminées, ainsi 

1057 séquences ont été retenues pour la suite des analyses. 

A) Analyses phylogénétiques 

L'analyse des 1057 séquences de SSP1-like montre qu'elles sont retrouvées à la fois chez les 

ascomycètes et les basidiomycètes, avec des modes de vie variés. La majorité des séquences 

appartient à des organismes pathogènes et des dégradeurs de bois, mais les SSP1-like ont 

également été retrouvées chez des espèces coprophiles, des mycorhiziens, des endophytes et 

des lichens. Une analyse phylogénétique de l'ensemble des séquences a été réalisée. Un 

premier arbre sur lequel le mode de vie des espèces considérées a été reporté est présenté en 

Figure 11A. 

L'arbre montre un regroupement des séquences SSP1-like d'espèces dégradeurs de bois 

majoritairement dans un cluster (Cluster A). Cependant ce cluster présente également quelques 

séquences des représentants des autres modes de vie. Les 5 autres groupes identifiés 

contiennent essentiellement des séquences de pathogènes. Les séquences Pc_SSP1, Pa_2010 

et Pa_3780 ont été identifiées dans des groupes différents et éloignés. Nous avons voulu 

vérifier dans un second temps si la répartition de ces protéines dépendait de la taxonomie des 

espèces fongiques plutôt que de leur mode de vie (Figure 11B). L'arbre présenté montre la 

répartition des champignons selon leur appartenance au groupe des ascomycètes ou des 

basidiomycètes. Cette représentation semble en effet plutôt indiquer une répartition selon la 

taxonomie. Il est important de noter que la grande majorité des basidiomycètes séquencés et 

présents dans les bases de données du JGI sont des dégradeurs de bois, expliquant le nombre 

important de dégradeurs de bois dans le cluster A. 

  

https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf
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Figure 11 : Arbre phylogénétique réalisé par la méthode du neighbor-joining sur 1057 séquences obtenues par blastP avec les séquences de 
Pc_SSP1, Pa_3780 et Pa_2010 comme matrice. A) coloration des séquences selon le type trophique de l'organisme ; B) coloration des 

séquences selon l'appartenance aux groupes des ascomycètes ou des basidiomycètes. 
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Une analyse plus fine concernant la répartition des SSP1-like dans les différentes classes 

fongiques a été réalisée (Figure 12). Pour cela, la proportion d'espèces présentant une 

séquence SSP1-like a été reportée sur le chronogramme disponible sur le site du JGI. Le nombre 

de génomes disponibles étant très variable entre les classes, cette proportion a été reportée 

sous forme de pourcentages et de ratios (nombre d'espèces présentant une SSP1-like/nombre 

des génomes disponibles). L'absence de séquence ou la présence à 100% est dans chaque cas 

corrélée avec un nombre très faible de génomes disponibles et peuvent donc être biaisées. 

Pour les classes dont le nombre d'espèces séquencées est important, cette analyse montre que 

les SSP1-like ne sont pas présentes chez toutes les espèces d'un même groupe et que la 

proportion est variable en fonction de ces groupes. 

 

Figure 12 : Représentation schématique de la proportion d'espèces possédant une protéine SSP1-like dans chaque classe composant les 
champignons supérieurs (basé sur la base de données du JGI). Le nombre d'espèces présentant une SSP1-like par rapport au nombre de 

génome disponible est également reporté. 
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B) Clusterisation des 1057 SSP1-like 

Pour affiner cette analyse, nous avons travaillé en collaboration avec une équipe de 

mathématiciens de l'Université de Bourgogne Franche Comté spécialisés dans l'analyse 

évolutive des génomes (Christophe Guyeux et Jean Claude Charr).  Le but de cette étude était 

d'identifier, par des méthodes plus robustes que la phylogénie réalisée en Figure 1, des clusters 

de séquences par le biais d'une méthode de calcul basé sur une matrice de similarité entre les 

séquences deux à deux. Par cette méthode, 8 clusters de taille et de composition différentes 

ont ainsi pu être identifiés (Figure 13). 

 

Figure 13 : Histogrammes représentant le nombre d'espèces possédant une SSP1-like dans les 8 différents clusters identifiés par le biais 
d'une matrice de similarité. La répartition des espèces en fonction de leur mode de vie est symbolisée par des couleurs. 

La clusterisation des séquences n'est pas dépendante du mode de vie des champignons. En 

effet, globalement, des représentants de chaque mode de vie sont retrouvés dans chaque 

cluster. Cependant des différences dans les proportions de ces champignons par cluster 

peuvent être détectées dans certains cas. C'est le cas pour les dégradeurs de bois qui sont 

retrouvés majoritairement dans les clusters 0, 1 et 5. 

Chaque cluster a ensuite été analysé plus en détail. La Figure 14 présente la répartition des 

séquences de chaque cluster en fonction de la taxonomie des champignons. Les séquences de 

basidiomycètes sont essentiellement regroupées dans les clusters 1 et 5. La  répartition des 

séquences d'ascomycètes est bien plus hétérogène. Les clusters 0, 1 et 5 par exemple 

regroupent plusieurs séquences d'ascomycètes, en particulier des sordariomycètes,  et des 

séquences de basidiomycètes. Les séquences de Pc_SSP1 de P. chrysosporium et Pa_3780 de P. 

anserina sont regroupées dans le cluster 1. Ce cluster comprend essentiellement des séquences  
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Figure 14 : Répartition par cluster des protéines SSP1-like dans les différents taxons. On retrouve en rouge les ascomycètes et en vert les basidiomycètes. L'arbre utilisé est une représentation schématique de celui 

proposé sur le site du JGI (https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf). 

 

https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf
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d'agaricomycètes et de sordariomycètes et dothideomycètes, suggérant que la présence de ces 

séquences n'est pas exclusivement liée à la taxonomie des espèces. La séquence Pa_2010 

diverge des deux autres et est présente dans le cluster 6 qui ne représente que peu de 

génomes (Figure 13) et contient essentiellement des séquences de pezizomycotina. 

 

II) Conditions d'expression des gènes ssp1, 3780 et 2010  

Partant de l'hypothèse que ces protéines pourraient être impliquées dans le maintien de la 

paroi fongique, différents agents ont été testés pour induire un stress pariétal, dans le but de 

suivre à la fois (i) la croissance des champignons en présence de ces composés et (ii) 

l'expression des 3 gènes d'intérêt dans ces conditions de stress. Les composés choisis sont :  

- Le rouge Congo car il inhibe l'assemblage des chaines de glucane dans la paroi.  

- Le calcofluor qui se fixe à la chitine et entraine une surproduction anormale de ce 

polymère, perturbant l'intégrité cellulaire.  

- La caspofungine a été choisie en tant qu'antifongique inhibant l'activité des glucane-

synthases. 

- Le sorbitol qui dérégule l'équilibre osmotique au niveau de la paroi provoquant ainsi une 

forte sortie d'eau de la cellule. 

- Les extraits de chênes qui contiennent des molécules en mélange qui présentent des 

activités antifongiques (Valette et al., 2017). 

A) Tests de croissance de P. anserina et P. chrysosporium 

Des premiers tests de sensibilité avaient déjà été réalisés sur P. chrysosporium et P. anserina en 

présence de rouge Congo (150µg.mL-1) et d'extraits de chêne (4mg/20mL). Nous avons donc 

opté pour l'utilisation des mêmes concentrations pour nos tests. Les concentrations pour les 

autres agents ont été choisies en fonction des données de la littérature, à savoir 1M pour le 

sorbitol (Ram et al., 1998), 25µg.mL-1 pour le calcofluor (Roncero et al., 1988) et 500ng.mL-1 

pour la caspofungine (Lesage et al., 2004).  

La comparaison des différents résultats obtenus (Figure 15) permet dans un premier temps 

déjà de remarquer une résistance de P. chrysosporium à tous ces agents, résistance qui va 

même jusqu'à la dégradation du rouge Congo et du calcofluor. Pour P. anserina en revanche, la 

souche s'est avérée être beaucoup plus sensible aux agents utilisés que P. chrysosporium. 
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Des inhibitions de croissance sur les milieux avec sorbitol 1M, caspofungine 500ng.mL-1 et 

calcofluor 25µg.mL-1 ont aussi pu être remarquées, avec néanmoins une inhibition partielle 

pour les deux premiers et totale pour le troisième composé. Pour la caspofungine une 

modification de l'aspect du mycélium est également notable avec une croissance moins diffuse 

et plus dense. Enfin, une coloration différente et une modification de l'aspect du mycélium sont 

à noter pour la culture sur extraits de chêne. 

 

Figure 15 : Culture de P. chrysosporium et P. anserina sur milieu TK/M2 + agents chimiques afin de tester la sensibilité des deux organismes 
à ces agents. Pour chaque couple de photos, à gauche = P. chrysosporium ; à droite = P. anserina. 

B) Analyse de l'expression des gènes ssp1, 3780 et 2010 

Les tests de sensibilité de ces souches aux différents agents chimiques nous ont permis de 

choisir les concentrations à utiliser pour la suite des analyses de l'expression des gènes. Des 

cultures ont été réalisées en milieu liquide (M2 pour P. anserina et TK pour P. chrysosporium) 

avec ajout d'extraits de chêne (4mg/15mL), de caspofungine 400ng.mL-1, de sorbitol 1M, de 

calcofluor 6,25µg.mL-1 (concentration minimale utilisée permettant le développement de P. 

anserina) ou de rouge Congo 150µg.mL-1. Après 4 jours pour P. chrysosporium et 7 jours pour P. 

anserina la biomasse a été récupérée pour en extraire les ARN totaux. Les concentrations 

obtenues sont indiquées en  Annexe 7. Une gamme de concentration en ADNc de la condition 

contrôle a été réalisée pour vérifier l'efficacité des oligonucléotides et déterminer la 

concentration en ADNc optimale pour les qPCR sur les différents échantillons (Figure 16). Pour 

P. chrysosporium, 2µL à une concentration de 0,2ng.µL-1 ont été retenus, et pour P. anserina 

nous nous sommes placés à 5ng.µL-1. Ces premières observations suggèrent que Pc_SSP1 est 

naturellement plus exprimée chez P. chrysosporium par rapport aux deux isoformes de P. 

anserina. 
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Figure 16 : Graphiques représentant les courbes de fluorescence 
obtenues pour les tests d'efficacité des trois couples d'amorces 

par réalisation d'une gamme de concentration en ADNc. 

 
 
 
 
 

Tableau 1 : Ratios d'expression des gènes ssp1, 3780 et 2010 par rapport à la 
condition contrôle, obtenus par qPCR. Les extractions d'ARN sur les cultures de P. 

anserina en présence de sorbitol ont fourni des quantités trop faibles pour réaliser 
une qPCR. Les valeurs indiquées entre parenthèses semblent aberrantes et 

nécessiteront une confirmation 

 

Pour P. chrysosporium ssp1 est exprimé plus fortement lorsque le champignon pousse dans 

un milieu additionné de rouge Congo et de sorbitol (respectivement 3,07 et 5,16 fois). (Tableau 

1). Pour les extraits de chêne en revanche on observe une inhibition du gène. Enfin, en 

présence de caspofungine et de calcofluor, l'induction des gènes ne semble pas varier aux 

concentrations utilisées Il est ici nécessaire de rappeler que la concentration en calcofluor 

utilisée (6,25µg.mL-1) a été choisie pour être en adéquation avec la concentration utilisée pour 

P. anserina. Mais cette concentration semble trop faible pour avoir un effet chez P. 

chrysosporium qui dégrade complétement le composé (Figure 15). Pour P. anserina en 

revanche les ratios d'expression sont bien plus élevés et ce pour chaque traitement. Ces 

résultats suggèrent que Pa_3780 et Pa_2010 sont induits dans toutes les conditions. Cependant 

ces résultats restent à confirmer puisque la qualité des ARN de P. anserina sur gel n'était pas 

aussi probante que celles des ARN de P. chrysosporium, malgré des ratios de qualité 

acceptables (Annexe 7). De plus, les valeurs d’induction obtenues en présence d’extraits de 

chêne sont très élevées, ce qui pourrait être dû à une amplification anormalement faible du 

gène de référence dans la condition en présence de chêne (Ct=38) par rapport à la condition 

contrôle (Ct=25). 
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III) Analyse fonctionnelle des protéines Pc_SSP1, Pa_2010 et Pa_3780 

A) Analyse phénotypique des simples mutant Δ3780 et Δ2010 et du double 

mutant Δ3780-Δ2010 chez P. anserina 

Pour les analyses fonctionnelles, les trois mutants de P. anserina (Δ3780, Δ2010 et Δ3780-

Δ2010) ont été soumis aux mêmes traitements que le sauvage afin de voir si les délétions 

entrainaient l'apparition d'un phénotype particulier (Figure 17). Le mutant Δ3780 présente une 

réduction de croissance par rapport au sauvage sur tous les milieux et même le M2 seul, il n'est 

donc pas possible d'attribuer ce phénotype aux agents utilisés. Le mutant Δ2010 et le double 

mutant présentent tous les deux un phénotype similaire avec un aspect granuleux et la 

présence de structures aériennes sur le milieu M2. Mais là encore les agents utilisés n'induisent 

pas de phénotype clairement visible par rapport à la condition contrôle. 

 

Figure 17 : Cultures de P. anserina WT, Δ2010 et Δ3780-Δ2010 sur milieu M2 + agents chimiques. Les photos en bas de l'image ont été prises 
par microscope à épi-fluorescence à partir des boites avec calcofluor. 
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Les structures aériennes pour les deux mutants ayant la délétion du gène 2010 ont été 

retrouvées sur plusieurs boites et une formation gélatineuse a même pu être observée (Figure 

18). Les analyses microscopiques menées par la suite ont révélé que cette structure était en 

réalité un amas d'hyphes. 

 

Figure 18 : Structure aérienne présente chez le double mutant Δ3780-Δ2010 cultivé sur milieu M2. 

La microscopie a également permis de montrer que pour les quatre conditions génétiques, si la 

souche WT présente un phénotype classique, une modification de l'aspect des cellules avec 

l'apparition de nombreux bourgeonnements latéraux peut être remarquée chez les mutants 

ainsi que la présence d'une multitude de petites structures rondes qui pourraient correspondre 

à une prolifération de spermaties (gamètes mâles). Ce phénotype est en cours de confirmation 

puisque la prolifération de spermaties peut également être due à une  mutation appelée 

"incolore" qui peut survenir lorsque les souches sont stockées dans un réfrigérateur dont la 

température est supérieure à 4°C.  

B) Tests de complémentation fonctionnelle du mutant Δgas1 chez S. cerevisiae 

Pour étudier la fonction des trois protéines et leur potentielle implication dans le remodelage 

de la paroi, des tests de complémentation du mutant Δgas1 ont été réalisés. 

1) Tests de sensibilité du mutant Δgas1 chez S. cerevisiae 

La première chose à faire a été de déterminer les concentrations pour chaque composé à 

utiliser, celles pour lesquelles une différence entre la souche sauvage est le mutant Δgas1 était 

la plus visible. Le rouge Congo, le sorbitol et les extraits de chêne ayant déjà été testés 

auparavant par l'équipe ces phases de tests n'ont concerné que le calcofluor et la caspofungine 

(Figure 19). Les tests en gouttes ont été réalisés pour des dilutions allant de 100 à 10-4 en 

partant d'une culture à une densité optique à 600nm de 0,6.  
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Figure 19 : Cultures de S. cerevisiae par la méthode des tests en gouttes afin de tester l'impact de différentes concentrations en 
caspofungine et en calcofluor sur la souche sauvage et le mutant Δgas1. A) Tests sur caspofungine ; B) Tests sur calcofluor. 

Pour la caspofungine, on peut remarquer qu'à forte concentration le mutant Δgas1 se 

développe plus que la souche sauvage. Pour le calcofluor il est clair ici que la délétion de gas1 

entraine l'apparition d'un phénotype de sensibilité qui est bien marqué à 50 et 100µg.mL-1. Au 

vu de ces résultats, deux concentrations ont donc été retenues pour les tests de 

complémentation fonctionnelle : 150 et 300ng.mL-1 pour la caspofungine et 50 et 100µg.mL-1 

pour le calcofluor. 

2) Tests de complémentation fonctionnelle  

Après avoir transformé le mutant Δgas1 avec le plasmide p426GPD comportant les gènes 3780, 

2010, ssp1 ainsi qu'avec le plasmide vide¸ des tests en gouttes ont été réalisés sur le milieu YPD 

en présence des 5 différents composés (Figure 20). Les extraits de chêne ne sont pas présentés 

puisqu'ils n'induisent aucune sensibilité chez le mutant à des concentrations allant jusque 

16mg/boite. 
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Figure 20 : Résultats des tests en gouttes de cultures de S. cerevisiae WT, mutant Δgas1 et les 5 transformants sur des boites d'YPD 
contenant les différents agents chimiques sur le WT. Les boites ont été placées 3 jours à 30°C. 
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Ces tests confirment que le rouge Congo et le calcofluor induisent une inhibition de croissance 

du mutant par rapport à la souche sauvage, alors que  la caspofungine à 300µg.mL-1 inhibe 

davantage la croissance de la souche sauvage comparée au mutant Δgas1. 

La transformation par le plasmide p426-GPD portant le gène gas1 restaure partiellement le 

phénotype sauvage. En revanche pour  le milieu avec caspofungine 150ng.mL-1 la surexpression 

de Gas1 entraine une perte de croissance par rapport au mutant et au sauvage. L'explication ici 

va de pair avec celle expliquant le non développement de la souche sauvage sur caspofungine 

300ng.mL-1 à l'instar des mutants Δgas1. Chez S. cerevisiae, étant donné que la délétion de gas1 

entraine la diminution du taux de glucane au sein de la paroi au profit d'une augmentation de la 

quantité de chitine (Ragni et al., 2007) cela pourrait vouloir signifier une réduction de la 

production de glucanes. Etant donné que la caspofungine inhibe également cette production au 

niveau des glucane-synthases, l'effet sera moins fort si cette production est déjà faible comme 

chez le mutant Δgas1. Une surproduction de Gas1 va donc entrainer des perturbations dans le 

développement dès une concentration de 150ng.mL-1, alors que dans le cas du sauvage cette 

inhibition est atteinte à plus haute concentration. 

Pour les mutants surexprimant Pa_2010 et Pc_SSP1, en particulier sur rouge Congo et 

caspofungine 300ng.mL-1, la complémentation permet un meilleur développement que le 

mutant mais il s'est avéré que ces phénotypes étaient dus à une contamination bactérienne. 

 

IV) Production de protéines recombinantes et analyses biochimiques 

A) Production de Pc_SSP1 

Pc_SSP1 a été produite et purifiée avec succès chez E. coli. Après extraction, purification et 

concentration, l'extrait protéique contenant Pc_SSP1 a été fractionné sur FPLC afin d'estimer la 

taille et l'état d'oligomérisation de la protéine. 

Sur le profil FPLC, deux pics sont observables aux alentours des fractions A4 et A13, et trois 

légers épaulements sont également identifiables aux niveaux des fractions B9, B14 et C6 (Figure 

21). Pour vérifier la nature de ces pics, 15µL des sept fractions mises en avant sur le profil FPLC 

ont été déposés sur gel (Figure 22). 
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Figure 21 : Profil FPLC de l'extrait protéique contenant Pc_SSP1 purifié. La courbe bleue représente l'absorbance à 280nm et la courbe rose 
l'absorbance à 214nm. 

La bande retrouvée aux alentours de 25kDa correspond bien à la protéine Pc_SSP1 et la bande 

à 15kDa est une forme clivée de cette dernière. La grande majorité des protéines ont été 

récupérées dans les fractions correspondant au second pic de la courbe d'absorbance à 280nm. 

Ce pic correspond à des tailles allant de  180 à 230kDa, ce qui montre que la protéine Pc_SSP1 

se trouve majoritairement sous forme agrégée.  

 

Figure 22 : Migration sur gel de polyacrylamide 15% des 7 fractions retenues après passage de l'échantillon protéique sur FPLC. 

La protéine a ensuite été dosée dans les fractions allant d'A3 à B7 puis l'activité β-glucuronidase 

a été mesurée dans ces fractions afin de déterminer dans un premier temps si cette protéine 

possédait cette activité, et dans un second temps de déterminer sous quelle forme Pc_SSP1 

était la plus active. Ces tests avaient déjà été réalisés au laboratoire, il s'agissait ici de confirmer 

les premiers résultats obtenus. L'activité β-glucuronidase a été identifiée uniquement dans les 

fractions A3 à A9, et atteint une valeur maximum de 0,48nmol.mg-1 dans la fraction A6 (Figure 

23). Cette fraction correspond à une molécule avec une taille de 483,44 kDa, ce qui revient à un 

multimère d'environ 20 unités. Bien que cette activité soit très faible, nous avons pu la 

confirmer dans cette nouvelle expérience.  
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Figure 23 : Histogramme présentant les activités β-glucuronidase des différentes fractions FPLC de Pc_SSP1 

B) Production de Pa_2010 et Pa_3780 

Dans le but de caractériser les propriétés biochimiques et l'activité de ces protéines en 

comparaison avec Pc_SSP1, des tests de production ont également été réalisés chez E. coli. 

Malgré de nombreuses tentatives de production chez la souche BL21 ou chez différentes 

version de Rosetta 2, des inductions à l'IPTG et avec le milieu ZYM5051, la production de ces 

deux protéines s'est révélée infructueuse (Figure 24). Les profils protéiques des souches 

transformées sont tous similaire à la souche témoin et aucune bande supplémentaire n'est 

visible à la taille attendue (37 et 40kDa pour Pa_3780 et Pa_2010 respectivement).  

 

Figure 24 : Vérification des tests de production sur gel de polyacrylamide 15%. M) marqueur de taille ; T-) Témoin Rosetta ne portant pas le 
plasmide. 

D'autres souches de production sont actuellement testées pour pallier à ce problème. 



47 
 

 

Discussion 



48 
 

  



49 
 

Dans le but de déterminer la fonction de la protéine Pc_SSP1 de P. chrysosporium, l'objectif 

était ici de rechercher si les évolutions des protéines SSP1-like étaient liées au mode de vie des 

champignons. Les protéines SSP1-like, bien que majoritairement retrouvées dans les génomes 

des champignons dégradeurs de bois se retrouvent également dans les génomes d'espèces 

mycorhiziennes ou pathogènes par exemple. De plus, ces gènes ont été identifiés à la fois chez 

des basidiomycètes et des ascomycètes. Ces résultats suggèrent que la présence d'SSP1 dans 

les génomes ne dépend pas du mode de vie des champignons ni de leur taxonomie. Il reste à 

déterminer la raison pour laquelle ces isoformes ne sont pas uniformément réparties dans les 

différents groupes. Cependant le nombre de génomes séquencés n'étant pas homogènes dans 

les classes fongiques, l'aspect quantitatif de ces analyses est difficile à réaliser. Par exemple au 

sein des basidiomycètes, 233 génomes sont disponibles pour les agaricomycètes alors que 

seulement 12 le sont chez les pucciniomycètes. 

 

D'un point de vue fonctionnel, une isoforme d'un basidiomycète dégradeur de bois et deux 

isoformes d'un ascomycète coprophile ont été comparées. Les résultats ont montré une forte 

induction des trois gènes en condition de stress pariétal avec différents agents mais une 

inhibition de ssp1 pour la culture en présence d'extraits de chênes. Ces premiers résultats sont 

donc en faveur d'un rôle de ces trois protéines dans un mécanisme de résistance au stress 

pariétal. Les ratios d'expression plus importants chez P. anserina peuvent s'expliquer par le fait 

que cette espèce fongique ne possède pas de système de dégradation extracellulaire poussé, ce 

qui le laisse ainsi sujet à de forts stress pariétaux. Au contraire, P. chrysosporium possédant un 

important système de dégradation va pouvoir dégrader une partie de ces composés et ainsi 

réduire le stress subit. Pour étayer cette conclusion,  le calcofluor est le composé entrainant le 

ratio d'expression le plus bas et on remarque sa totale dégradation par le champignon sur 

boîte. Le lien entre le stress induit par ces agents chimiques et ces surexpressions reste à 

confirmer mais cela supporte l'hypothèse qui est que Pc_SSP1, Pa_2010 et Pa_3780 seraient 

impliquées dans un mécanisme de remodelage de la paroi. Cette hypothèse est en accord avec 

les résultats obtenus lors de l'analyse phénotypique des mutants délétés qui montrent un 

développement anormal des hyphes. Une des perspectives sera la complémentation 

fonctionnelle de ces mutants par les quatre gènes (ssp1, gas1, 3780 et 2010). Pour cela, les 

clonages de ces gènes dans un plasmide d'expression optimisé pour P. anserina (pAKS125) ont 

été ébauchés.  
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D'un point de vue biochimique, nous avons pu montrer une activité β-glucuronidase pour la 

protéine Pc_SSP1. Cette activité déjà décelée auparavant par l'équipe (résultats non publiés), 

reste tout de même très faible, ne dépassant pas 0,48nmol.mg-1. A titre de comparaison, 

l'enzyme β-glucuronidase humaine possède une activité dépassant les 400nmol.mg-1. Il faut 

tout de même rappeler que la protéine Pc_SSP1 a été produite ici chez E. coli et n'a donc pas 

subi les modifications post-traductionnelles qu'elle subit lors de sa production chez P. 

chrysosporium. Les prédictions en ligne ont par exemple montré trois potentiels sites de 

glycosylation pour la protéine.   

Donc si cette protéine possède une activité de clivage de sucres, les liaisons osidiques des 

glucuronides ne sont très probablement pas le substrat naturel de cette enzyme, d'où la faible 

valeur d'activité. L'insertion du gène dans le plasmide pPICZα permettant la production 

protéique chez la levure Pichia pastoris (espèce eucaryote couramment utilisée pour la 

production de protéines recombinantes) a également été réalisée afin de pouvoir tester la 

production et l'expression chez cette dernière et dans un second temps de tester l'activité de 

clivage des sucres sur d'autres substrats comme le laminarin (forme de stockage des glucanes). 

 

Durant ce stage, différentes approches ont été utilisées pour préciser le rôle de protéines 

jusqu'alors inconnues. Bien que ces expériences doivent être confirmées par des réplicats 

biologiques, les résultats des analyses de séquences et des tests de complémentation 

fonctionnelle laissent penser que ces trois protéines sont différentes de Gas1 dont le rôle est 

connu dans le remodelage de la paroi. Cependant, le mutant délété pour 2010 présente un 

phénotype d'altération de la structure des hyphes même en l'absence d'agents chimiques, 

suggérant que la protéine pourrait avoir un rôle dans le développement fongique. En revanche, 

Pc_SSP1 de P. chrysosporium pourrait avoir un rôle plus spécifique dans la résistance aux 

extractibles puisque c'est la seule condition entrainant une induction du gène. 
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Annexe 1: séquences protéiques 
 

Pc_SSP1 :  

>jgi|Phchr2|2981896|fgenesh1_kg.7_#_419_#_Locus773v1rpkm365.38 

MMSKLYFVAAILLGVLSLQANAHAIITPALGVSGQGTRNDVQRPSKANECGNVNVANTINTSTPVKAAADGSFTATITNFNAGVDG

SRQVTALVDASGTGKNFVPATVTQNGDKAPTDVGSQQLAVSLPPGTKCIGGNTKDLCLVSFTTAGGFGNCVAVQQAAGASGNGSTA

GAAAAGAAQAASGSAAAGTTATAAGAAASGTATTGKKHHHHKGAANATQAQEAKAEFAKLKAAAPRDYSIRGMRFARAVRRALTSF

DEELQA* 

 

Pa_2010 :  

>Pa_6_2010 

MCWQTRVSAHRGGSRPRCGGLMITTIWTRGLRELSIRSHYHPSLISQFYIFILTFTLKRPGDQLSTFFYSHLSFPTSRRQGPLYNL

YHFIHFFKKHQPHLLIMSPSLTTLLTLLLPVLPLVTAHGAIVQATGNAGGSGMALGIDTTTPRDGTRRRPFQQDSTRFRGSSAQTF

GETIGAGDNQLEAGTRAILAETGDQLPQVTPGGEVSMMLHQVNADGGGPYQCMINADATGQQWSNIQVTQNVPGRNSRNRQGQTTA

FPLTASIPANQQCTGTVAGQENVCLVRCQNSARAGPFGGVVPVQMAGAAGNNNADNNVEVGNGNNGTDTGAANARRLLARSVKASE

MKLQALIQRAVELDGDLRDPDVLAEFLEDFEA 

 

Pa_3780 : 

>Pa_5_3780 

MYPLSTQNTLLPLAAFLLPSLVSAHGVILAAQGEADSPPSVGFMVNDAIARNCTSINPCQMDTTIIRDAEIAAGTVNSCGRTKLNG

NIDVGTVTENALAEGAVTAVRQGSSVDVTIHQVNADGAGPYTCDLDEGSNSGIMSHELVVSNNIPGQNGLSQAAEQEFTITVTMPD

DMKCIGGSTGNVCTVRCRNAAQAGPFGGCFAVQQIDVEPAINTAKDITTADTLEAAQFQTSANQAAFAAAVDANAKAGSSEQEQNL

AAVEAILALSTVSAEFPTLTPTINTERIVPTGTGGAQPTAALGSTPFPVENGDGNNGNGNGNTGNDNPDAGVNPFPVEDGNGNDNG

NGNGNGGGSGRGRGRGGRNRNQKRYHTVEELLKRFVLPDDGN 

 

Sace_Gas1 : 

>GAS1/YMR307W  

MLFKSLSKLATAAAFFAGVATADDVPAIEVVGNKFFYSNNGSQFYIRGVAYQADTANETSGSTVNDPLANYESCSRDIPYLKKLNT

NVIRVYAINTTLDHSECMKALNDADIYVIADLAAPATSINRDDPTWTVDLFNSYKTVVDTFANYTNVLGFFAGNEVTNNYTNTDAS

AFVKAAIRDVRQYISDKNYRKIPVGYSSNDDEDTRVKMTDYFACGDDDVKADFYGINMYEWCGKSDFKTSGYADRTAEFKNLSIPV

FFSEYGCNEVTPRLFTEVEALYGSNMTDVWSGGIVYMYFEETNKYGLVSIDGNDVKTLDDFNNYSSEINKISPTSANTKSYSATTS

DVACPATGKYWSAATELPPTPNGGLCSCMNAANSCVVSDDVDSDDYETLFNWICNEVDCSGISANGTAGKYGAYSFCTPKEQLSFV

MNLYYEKSGGSKSDCSFSGSATLQTATTQASCSSALKEIGSMGTNSASGSVDLGSGTESSTASSNASGSSSKSNSGSSGSSSSSSS

SSASSSSSSKKNAATNVKANLAQVVFTSIISLSIAAGVGFALV*f 
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Annexe 2 : cartes des plasmides 
 

 
Figure 25: Carte du plasmide pET26B (d'après Novagen) ; 
lacI = gène codant le répresseur de l'opérateur lac, 
inhibant la transcription du gène inséré dans la cassette 
de clonage ; ori = origine de réplication du plasmide 
pBR3222 ; kan = gène conférant la résistance à la 
kanamycine ;  f1 origin = origine de réplication du phage 
f1. Le gène inséré sera placé sous le contrôle du 
promoteur T7. 

 
Figure 26 : Carte du plasmide pAKS125 ; hygR = gène conférant la résistance à 
l'hygromycine ; cmR = gène conférant la résistance au chloramphénicol ; cat 
promoter = promoteur du gène cat d'E. coli conférant la résistance au 
chloramphénicol ; ori  = origine de réplication ; f1 ori = origine de réplication 
du phage f1 ; AS4 Promoter = promoteur pour la production de protéines chez 
la levure ; HA Tag : Human influenza hemagglutinin epitope tag 

 
Figure 27 : Carte du plasmide p426-GPD (d'après 
BioVector NTCC Inc.) ; ura3 : gène codant une Orotidine-
5'-phosphate (OMP)  décarboxylase chargée de convertir 
l'OMP en uridine monophosphate (uracil + ribose) utilisé 
comme marqueur de sélection ; amp : gène apportant la 
résistance à l'ampicilline; GPD-prom = promoteur 
constitutif fort de S. cerevisiae. 

 
Figure 28 : Carte du plasmide pPICZα (d'après Invitrogen) ; 5' AOX1 = région de 
942 pb contenant le promoteur AOX1 permettant une expression inductible au 
méthanol ; α-factor = signal de sécrétion de S. cerevisiae ; c-myc epitope = 
permet la détection de protéines par l'anticorps anti-myc ; 6xHis = tag histidine 
pour la purification de la protéine ; AOX1 TT = terminateur de transcription du 
gène AOX1 ; PTEF1 = promoteur d'un facteur d'élongation de S. cerevisiae, 
permettant la production de zeocin chez P. pastoris ; PEMT = promoteur pour 
la production de zeocin chez E. coli ; Zeocin = gène Sh Ble de résistance à la 
zeocin ; CYC1TT = terminateur de transcription du gène CYC1 de S. cerevisiae, 
augmente la stabilité de l'ARNm pour la production de zeocin ; pUC ori = 
promoteur permettant la réplication du plasmide chez E. coli. 
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Annexe 3 : liste des amorces  
 

Gène Plasmide de 
destination 
du fragment 

Nom de l’amorce Séquence 

 
 
GAS1 

p426 
ScGAS1-SpE-for CCCCCACTAGTATGTTGTTTAAATCCCTT 
ScGAS1-BamNoSTOP-rev CCCCCGGATCCAACCAAAGCAAAACCGAC 

pET26 ScGAS1-Nde-for CCCCCCCCATATGGACGATGTTCCAGCGATT 
(voir ScGAS1-BamNoSTOP-rev ci-dessus) 

pAKS (voir ScGAS1-SpE-for ci-dessus) 

ScGAS1-HindNostop-rev CCCCCAAGCTTAACCAAAGCAAAACCGAC 

 
SSP1 

p426 
PcSSP1-Spe(mutHind)-for CCCCCACTAGTATGATGTCCAAGCTCTAT 
PcSSP1-BamNoStop CCCCCGGATCCTGCTTGGAGCTCCTCATC 

pAKS (voir PcSSP1-Spe(mutHind)-for ci-dessus) 

PcSSP1-HindNostop-rev CCCCCAAGCTTTGCTTGGAGCTCCTCATC 

 
3780 

pET26 
3780NoPEP NdeI for CCCCCCCCATATGGCCCACGGTGTCATCCTC 
3780 Xho NoSTOP rev CCCCCCTCGAGGTTGCCATCATCGGGGAG 

pAKS 
Pa3780-Spe-for CCCCCACTAGTATGTACCCCCTTTCTACC 
Pa3780-HindNoStop-rev CCCCCAAGCTTGTTGCCATCATCGGGGAG 

 
2010 

pET26 
2010-Hind-for CCCCCAAGCTTATGTGCTGGCAAACTCGG 
Pa2010-Xho-NoSTOP-rev CCCCCCTCGAGAGCCTCAAAGTCCTCCAA 

pAKS 
Pa2010-Spe-for CCCCCACTAGTATGTGCTGGCAAACTCGG 
Pa2010-HindNoStop-rev CCCCCAAGCTTAGCCTCAAAGTCCTCCAA 

 

 Nom de l’amorce Séquence 

qPCR SSP1 SSP1QPCRfor TATTTCGTTGCCGCCATCCT 
SSP1QPCRrev TTGAACCATCCACACCAGCA 

qPCR 2010 QPCR-Pa2010For TGTCGCTGGTCGGAGAATG 
QPCR-Pa2010Rev CTCCAAGAACTCAGCCAGCA 

qPCR 370 QPCR-Pa3780For GGAATCATGTCCCACGAGCT 
QPCR-Pa3780Rev ATGTCCTTGGCGGTGTTGAT 

qPCR GPD qPCR_GPDpodoFor GACTGTCAAGGTTGGCATCA 
qPCR_GPDpodoRev CGCGCTCAGTGTAGAACTTG 

qPCR Actine qPCR Actin for CGGTTACCCCTTCAACACCA 
qPCR Actin rev AGCTTCAAGACCCAGGAACG 
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Annexe 4 : composition des milieux de cultures 
 

Tableau 2 : Composition milieu 
ZYM5052 

 

Tableau 3 : Composition milieu de 
sporulation (Tien and Kirk., 1988) 

  

Tableau 4 : Composition milieu TK (Tien and Kirk., 1988) 

 

     
 

Tableau 5 : Composition milieu M2 

 

 

Tableau 6 : Composition milieu YPD 

 
 

Tableau 7 : Composition milieu YNB 

 

 

Tableau 8 : Composition des 
éléments traces pour le milieu TK 

 

Tableau 9 : Composition des oligoéléments pour le 
milieu M2 
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Annexe 5 : protocole d'extraction d'ARN 
 

1) Ajouter 450µL de tampon RLC + 4,5µL de β-mercaptoéthanol et vortexer 

2) Transvaser dans une colonne du kit (violette) 

3) Centrifuger 2 minutes 14 500rpm  

4) Transférer le surnageant dans un eppendorf  

5) Ajouter 0,5V d’éthanol ARN free et agiter par retournement doucement 

6) Transférer dans une colonne (rose) du kit 

7) Centrifuger 30 secondes à 10 000rpm 

8) Laver la membrane avec 350µL de RW1, centrifugation 30 secondes à 10 000rpm 

9) Traitement DNase. Ajouter 80µL d'un mélange DNase + tampon 

10) Laisser agir 30 minutes à température ambiante 

11) Ajouter 350µL de RW1, centrifugation 30 secondes à 10 000rpm 

12) Vider la partie liquide 

13) Ajouter 500µL de RPE et centrifuger 30 secondes à 10 000rpm 

14) Vider la partie liquide et remettre 350µL de RPE + centrifugation 30 secondes à 10 000rmp 

15) Recentrifuger à vide 1 minute pour bien tout éliminer  

16) Enlever le tube de récupération, et le remplacer par un eppendorf ARN free 

17) Ajouter 200µL d’H2O DEPC (celle du kit)  

18) Centrifuger 1 minute pour récupérer l’ARN dans l’eppendorf 

19) Ajouter 200µL de LiCl 4M (permet la dégradation de potentielle RNases), retourner doucement 

20) Stocker à -20°C 
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Annexe 6 : compositions des solutions et tampons pour 

gels SDS-PAGE 
 

Composition pour un gel de migration à 15% 

Tris-HCl 1,5M pH 8,85 1,875mL 

H2O 2,68mL 

Acrylamide 40% 2,81mL 

SDS 20% 37,5µL 

AMPS 10% 45µL 

TEMED 11µL 

 

Composition pour 3mL de gel de concentration 

Tris-HCl 0,5M pH 6,8 0,75mL 

H2O 1,77mL 

Acrylamide 40% 399µL 

SDS 20% 15µL 

AMPS 10% 27µL 

TEMED 4,8µL 

 

Composition solution de coloration 

Acide acétique 10% 

Ethanol 45% 

H2O 45% 

Bleu de Coomassie 1g.L-1 

 

Composition solution de décoloration 

Acide acétique 7,5% 

Ethanol 5% 

H2O 87,5% 
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Annexe 7 : dosage des extractions d'ARN 
 

ARN de P. chrysosporium : 

Agent Concentration (ng.µL-1) DO 260/280 DO 260/230 

Témoin 939,4 2,12 2,72 
Chêne 4mg 426,8 1,94 2,56 
Sorbitol 1M 1339,9 2,13 2,63 
Rouge Congo 150µg.mL-1 623 2,07 2,66 
Caspofungine 400ng.mL-1 924,8 2,12 2,66 
Calcofluor 6,25µg.mL-1 147,7 1,97 2,81 

 

ARN de P. anserina : 

Agent Concentration (ng.µL-1) DO 260/280 DO 260/230 

Témoin 106,6 1,92 2,71 
Chêne 4mg 608,8 1,91 2,40 
Rouge Congo 150µg.mL-1 228,4 2,06 2,49 
Caspofungine 400ng.mL-1 1053,4 2,18 2,50 
Calcofluor 6,25µg.mL-1 225 2,06 2,58 
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Résumé 

Lors de la dégradation du bois le champignon Phanerochaete chrysosporium est soumis à 
des stress induits par la présence de composés appelés "extractibles". Les analyses de 
transcriptomiques menées sur P. chrysosporium en présence de ces extractibles ont révélé une 
induction de gènes codant des protéines de réponse au stress ainsi que des petites protéines 
sécrétées de fonction inconnue. L'objectif de ce stage a été de caractériser au niveau 
fonctionnel l'une d'entre elles (la protéine SSP1). En partant de l'hypothèse que SSP1 pourrait 
avoir une activité similaire à une glucanosyl-transférase (Gas1) de Saccharomyces cerevisiae, 
des analyses comparatives de séquences et des tests de complémentation fonctionnelle chez 
les mutants Δgas1 ont permis de contredire cette hypothèse. Les analyses biochimiques ont 
démontré une activité β-glucuronidase pour la protéine SSP1, mais de faible intensité. Cette 
dernière posséderait donc probablement bien une activité de clivage des sucres mais avec un 
substrat différent. L'ensemble des séquences de SSP1 appelées SSP1-like ont été recherchées 
pour étudier leur répartition au sein des champignons, et les analyses ont permis de montrer 
que la présence de ce gène n'était pas liée au mode trophique. Les analyses pour déterminer le 
rôle de cette protéine en lien avec la dégradation du bois sont toujours en cours. 

 
Mot clés : Phanerochaete chrysosporium, dégradation du bois, extractibles, stress, SSP1 
 
 

Abstract 

During the wood-decay process, Phanerochaete chrysosporium is submitted to an 
"extractives" induced stress. Transcriptomic analysis on P. chrysosporium in the presence of 
wood extracts revealed an induction of genes which encode stress response proteins and small 
secreted protein with unknown function. The aim of this internship was the characterization of 
one of these proteins (SSP1). Based on the hypothesis that SSP1 could have an activity related 
to a Saccharomyces cerevisiae glucanosyl-transferase (Gas1), sequence(s) comparative analysis 
and functional complementation tests on Δgas1 mutant argued against this hypothesis.  
Biochemical assays revealed a β–glucuronidase activity for SSP1, but the level was pretty low. 
SSP1 would possess a glycoside-cleavage activity, but with a different substrate. All of the SSP1 
sequences, called SSP1-like, have been retrieved in order to study their distribution among 
fungi. The analysis evidenced that the presence of the gene was not related to the trophic 
mode.  Determination of the role of the protein in wood decay process is still ongoing. 

 
Key-words : Phanerochaete chrysosporium, wood decay, extractives, stress, SSP1 
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