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Résumé 

L'analyse  moléculaire  du powoir pathogène des champignons est  en plein essor. 
En effet, il est  acfuellement  possible de caractériser les  gènes de pothogénie par muta- 
genèse  insertionnelle,  remplacement de gènes ou marche  chromosomique. L'étape du 
cycle  infectieux la mieux  connue est la phase de pénétration. En premier  lieu, les  spores 
fongiques adhèrent à la surface de la plante à l'aide de glycoprotéines  collantes.  Puis, 
les  hyphes issus de la germination des  spores modihent la surkrce de la plante à l'aide 
d'enzymes de dégradation des parois  végétales. La plupart des champignons  pénètrent 

l'aide d'un appressorium. Cette  strucfure  mycélienne particulière se dihrencie 
lorsque les  hyphes  sont  en  contact  avec  des  surfaces hydrophobes. Le niveau d ' A M P  
cyclique intervient aussi  dans  cette difkrenciation. Plusieurs  Fonctions impomntes dans 
le  fonctionnement de l'appressorium ont été mises  en  évidence : la mélanisation des 
parois, la production de protéines  hydrophobes  et la mise  en place  d'une Forte  pression 
osmotique. Le rôle des  enzymes de dégradation des parois dans  le pouvoir pathogène 
est  plus complexe. En e k t  les  enzymes  éfudiés jusqdà présent  ne  jouent pas de rôle 
prépondérant possédant  des appressoria  (cutinases,  endoPG et  xylanases).  Par contre, 
les  cutinases  permettent à certains  pathogènes qui n'attaquent  que  les fruits blessés de 
pénétrer  dans la plante sans  blessure préalable. l'importance des  toxines  sélectives 
produites dès  le début de  l'infection, mise  en évidence par des  méthodes  génétiques 
classiques, a été confirmée par le clonage de leurs  gènes de biosynthèse (toxine HCT et 
HMT de Cochliobolus). Le gène  de résistance  Hm1 du maïs détoxifiant l'HC7'ou le gène 
URF 7 3 de l'ADNmt du maïs conkrant une  sensibilité à I'HMT ont aussi été identihés. 
Ainsi, la spécificité d'hôte de ces champignons dépend de leur  capacité à produire une 
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Les mécanismes biochimiques  permettant  aux  champignons  d’attaquer  les  plantes 
sont  encore  très  mal  connus’ , 2. Mais I’étude de ces  mécanismes  est  en plein  dévelop- 
pement  grâce aux techniques  de biologie  moléculaire. En  effet, il est  maintenant 
possible  de  cloner  et  d‘analyser au niveau  fonctionnel  les  gènes  impliqués  dans  le 
pouvoir  pathogène.  Après  un  présentation  rapide des  principales  stratégies de  clonage 
de gènes de  pathogénie,  nous  détaillerons  les  connaissances déjà acquises  sur  ces 
gènes  et  sur  les  mécanismes  biochimiques  impliqués  dans  le pouvoir  pathogène. 

Stmtégii d‘identification de gènes impliqués dans le powoir pahugbe des champignons 

Les méthodes  permettant de  cloner les  gènes de pathogénie,  peuvent  être  regrou- 
pées  en quatre  stratégies (fig. 1). La première  stratégie,  la  plus  prometteuse,  consiste à 
obtenir des  mutants non pathogènes par mutagenèse  insertionnelle (intégration d’un 
plasmide  ou d’un  transposon). Les  gènes ainsi  identifiés  sont  indispensables à la patho- 
génie.  Leur  étiquetage par un  plasmide  ou  un  transposon  permet  leur  clonage. La 
comparaison  de  leurs  séquences avec celles de gènes  présents  dans  les  banques 
nucléotidiques  conduit,  le  plus  souvent, à identifier leurs  fonctions  cellulaires  (trois  gènes 
de pathogénie  ont été  caractérisés par cette  méthode  chez Magnaporthe grise$). 

La deuxième  stratégie, la plus  utilisée  actuellement,  suppose  qu’une  fonction  biochi- 
mique  connue  intervient  dans  le powoir pathogène  (par exemple, la dégradation  de 
polymères  ou la biosynthèse  d‘une  toxine). La première  étape  consiste à cloner  un  gène 
contrôlant cette  fonction.  Puis,  ce  gène  est interrompu  par  un  plasmide  conférant  une 
résistance à un  antibiotique.  Ce  type  de  construction  permet  de  sélectionner  facilement 
des  transformants ayant  intégré  le  gène  interrompu  dans  le  génome  du  champignon,. 
en  général  au  niveau du gène-cible. II est ainsi  possible  de créerà volonté  des  mutants 
dans  un  gène  connu.  Ces  mutants  permettent  de  déterminer  le  rôle de ce  gène  dans  le 
pouvoir  pathogène. Cette  stratégie  a  été  utilisée  pour  étudier  le  rôle  dans la pathogénie 
d’enzymes de  dégradation des  polymères  végétaux26  ou  de  toxine&. 

La troisième  stratégie  repose  sur  l’hypothèse  suivante : les  gènes impliqués  dans  le 
pouvoir  pathogène  doivent  être  fortement  exprimés au cours de  l‘infection  et  faible- 
ment  exprimés  lors  de la phase  saprophytique.  L‘identification  de  ce  type de gènes 
devient  possible  en  clonant  des ADN complémentaires  des  ARNm  extraits  des  tissus 
infectés (ADNci). Ces ADNci sont  triés par hybridation ou par séquençage  partiel, 
afin d‘identifier les  clones correspondant  aux gènes  fongiques  exprimés  spécifique- 
ment au cours de  l’infection. Puis,  ces ADNci sont  utilisés pour  obtenir des  mutants par 
remplacement  de  gène (voir stratégie 2), qui  serviront à évaluer  leur  rôle  dans  le 
pouvoir  pathogène. Cette  stratégie  a déjà  permis  d’identifier  une  nouvelle  protéine 
(hydrophobine)  impliquée  dans  le  pouvoir  pathogène  de  Magnaporfhe griseal 8. Elle 
conduira aussi à mieux  comprendre les  réseaux de  régulation mis  en place par le 
champignon  lors d’une infection. - 
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La dernière  stratégie  consiste à cloner par marche  chromosomique,  un  gène  posi- 
tionné  sur  une  carte  génétique.  Cette  stratégie  nécessite  de  connaitre  le  déterminisme 
génétique  d'un  caractère  de  pathogénie. Lorsque de tels  gènes  sont  en  ségrégation 
dans  un  croisement, il est  nécessaire d'identifier des  marqueurs  moléculaires  liés 6 ces 
gènes.  Ces  marqueurs  constituent  les  points de  départ  de marches  chromosomiques. 
Cette  marche  aboutit  au  clonage  du  gène  étudié, qui peut  être  séquence  et  comparé 
aux gènes déjà  identifiés  chez  d'autres  champignons. Cette  stratégie,  délicate,  a déjà 
permis de caractériser  deux gènes d'avirulence  chez Ma&prfhe  grise27. 

Biologie  moléculaire  du  pouvoir  pathogène des champignons 

Les champignons  sont  responsables de  maladies très  différentes  qu'il  n'est  pas 
possible  de  décrire  globalement.  Nous  avons fait le  choix  de  présenter  les  connais- 
sances  acquises  sur  le pouvoir  pathogène des  champignons  responsables  des  maladies 
des  feuilles  et  des  tiges, car ce  sont  les  mieux  connus. Les différents  mécanismes biochi- 
miques  impliqués  dans  le  pouvoir  pathogène  ont été regroupés  en  fonction de l'étape 
du cycle  infectieux où ils interviennent  (adhésion  et  pénétrution,  reconnaissance par  la 
plante-hôte,  colonisacon  et  sporulation). 
Adhésion  des spores et pénéhafion  dans  la  plante 

En premier lieu,  les  spores  fongiques  véhiculées par l'eau, la pluie  ou  le vent,  atter- 
rissentà la surface  des  plantes. Dès leur  premier  contact,  les  spores  adhèrent  fortement 
à la surface  de la plante (fig. 2), sans  doute à l'aide de glycoprotéines  collantes  et  de 
polysaccharides4 (Nectria haemafococcd,  Colletotrichum musa&, Magnaporfhe 
grised, Uromyces  viciaes).  Après  leur  adhésion,  les  spores  germent  et  émmettent  des 
tubes germinatifs  qui  parcourent la surface de la plante en la modifiant à l'aide d'en- 
zymes de dégradation des parois végétales  (protéases,  pectinases,  cellulases ettuti- 
nases : Uromyces  viciaeg,  Co//etotrichum  graminico/alO,  EIysiphe graminisl1). Le 
rôle  exact  de ces différentes  glycoprotéines  et  enzymes  de  dégradation  dans  le 
processus  d'adhésion  des  spores,  n'a  pas  été  encore  déter+é,  mais  le  clonage de 
leurs  gènes, qui est  en  cours, devrait  permettre  de  répondre à ces  questions. 

Dans la plupart des  cas,  les  hyphes  mycéliens  issus de la germination des  spores, 
différencient  rapidement  un  organe  de  pénétration,  I'appressoriuml2 (fig. 3). Cette 
différenciation  dépend  de  nombreux  stimuli  externesl3, c':;rin?ne la  présence de 
surfaces  hydrophobes  (Magnaporfhe grised/  16/25) ou des topologies  particulières 
(stomates : Uromyces viciae'4). Ces stimuli  physiques  induiseni\chez  le  champignon 
des  messagers  cellulaires,  tels  que I'AMP cyclique, qui déclencheniles processus  cellu- 
laires  conduisantà la différentiation de  I'appressorium. En  effet,  une  forte  concentra- 
tion intracellulaire en A M P  cyclique  permet  cette différentiation en  l'absence de  stimuli 
(Uromyces  viciael 5, Magnaporfhe griseal  6). De  plus, il a été montré par remplacement 
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- Enzymes  modifiant la surface de la plante : 
clltinases et esterases 

- Glyeoprotkines adkesives 
Spore 

I 

Figure 2 
Adhbsion des spores sur lu suface des feuilles 

- Appl , Smoi (fonctions  inconnues) 
- hydrophobine  (protbine parietale hydrophobe) 
- gknes eonlr6lant le niveau  d'AMPcyclique 

Spore - protbine kinase AMPe depandante 
!, 

Appressoriurn 
1 

EPIDERME FOLIAIRE 

Figure 3 
DIfkrentiution de I'uppressorium chez le  champignon puthoghne du riz, Magna rfhe grism. 

G$nes  et protéines impliqués dans la différentiation de I'appre~sorium~! ' c81 ' 91 20. 
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Paroi imprénnée 
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Biosvnthèse des mélanines I 
de  méian&e 

I 
monbmère : dihydroxynaphtalène l+ 

Forte pression 

EPIDERME FOLIAIRE 

Figure 4 
Fonctionnement de I'appressoriurn du champignon  pathogène du riz Magnaporhe grisea 

de  gène  et  mutagenèse  insertionnelle,  qu'une  protéine  kinase  contrôlée par  le  niveau 
d'AMP cyclique  était  nécessaire à cette  différentiation  (Magnaporthe  grise$) '7). Trois 
autres  gènes contrôlant cette différentiation  ont  été  identifiés  chez  Magnaporfhe 
grisea18f 19, 20. Pour  l'instant,  un  seul  de  ces  gènes  est  caractérisé (Mpg 7 18). La 
protéine  correspondant à ce  gène,  ressemble fortementà des  protéines  hydrophobes 
qui  recouvrent les  spores ou les  hyphes  aériens  d'autres  champignons. II est probable 
que  cette protéine  participe à l'interaction  avec  des  surklces  hydrophobes, qui indui- 
sent la différentiation  de  I'appressorium  chez  Magnaporfhe  grisea. 

Pour pouvoir  être fonctionnels,  les  appressorium  ont  besoin  d'être  mélanisés (fig. 4 : 
Colletotrichum  lindemuhianum21, Magnaporhe grisea22).  Ce  pigment  est  un  polyphé- 
nol,  dont  le  monomère  (dihydroxynaphtalène)  est  synthétiséà partir de l'acétate par des 
enzymes  très  spécifiques qui  ont été  caractérisés23)  24  et  sont la cible  de  fongicides dit 
antipénétrants23.  Cette  mélanisation  des  parois  est  nécessaire à la mise  en  place  d'une 
forte  pression à l'intérieur  de  I'appressorium (80 bars  chez Magnaporthe grisea25), qui 
permet la pénétration en  force  d'un  hyphe  mycélien à travers la  paroi  de la cellule 
épidermique. Le rôle des  enzymes  de dégradation des parois  produits par le  champi- 
gnon  pendant la pénétration  est  plus  complexe. En  effet, la  plupart des  enzymes  étudiés 
jusqu'à  présent  ne  jouent  pas de  rôle  prépondérant  dans la pénétration des champi- 
gnons ayant  un  appressorium  (cutinase : Nectria haemafococca26, Magnaporfhe 
grisea27,  pectinase  et  xylanase : ~och/iobo/us carbonum28/  29).  Par  contre,  les  cuti- 
nases  permettent à certains  champignons  sans  appressorium qui n'attaquent  que  des 
fruits  blessés, de  pénétrer  dans  la  plante  sans  blessures  (Mycosphaerella  spp.30). 
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Sp6cificifb4 &hdk et reconnaissance par la plank-hbrn 
La plupart des champignons  ne  sont  capables  d'attaquer  qu'un  petit  nombre de 

plantes ou de cultivars. Les interactions  entre la plante  et  le  champignon  intervenant dans 
cette sp6cificit6 ont lieu dans les premières  cellules inkctks, juste  après la phnetration. 

La spécificith d 'k te  de  certains  champignons  dbpend  de  leur  capacitk 6 produire 
des toxines  seIectivesS1. ces toxines  sbcrbtées  pendant  et après Ia p~ wétration ne sont 
toxiques  que  pour la plante-h8te  du  champignon  pathogène. Leur rde dans la spbci- 
ficith,  mis en évidence par des  mbthodes  gbnbtiques  classiques31, a 6th confirmé par 
le  clonage  de  leurs gènes de biosynthBse (toxine HCT du champignon pathqène du 
ma'is Cschliobolus carbonum32). Les plantes  rbsistances 6 ces champignons sont  aussi 
rbsistantes 6 leurs  toxines  sélectives.  Ainsi, le clonage du g&ne du mdis Hm 1, confb- 
rant une  résistance 6 Cochhlisbolus carbonum, a montrh qu'il correspondait 6 une 
enzyme capable de détoxifier la toxine sélective HCT produite par ce champignon33. 

Après sa pbnbtration dans la plante-h8te, le champignon  peut Bre identifib par les 
systèmes de reconnaissances de la  plante.  Cette  btape de r~onnaissance plante-cham- 
pignon est primordiale  pour le  succès de l'infection, car seuls les champignons  qui  n'au- 
ront pas 6th  reconnus par les nombreux ghes  de rbsistance de la plante  pourront  conti- 
nuer  leur  processus  infectieux.  Cette  reconnaissance  fait  intervenir  d'une  part  un  gène 
d'avirulence  du  champignon  et  d'autre  part  un  +ne  de  rksistance de la plante  (relation 
gène pour  gene34). Plusieurs ghes  d'avirulence  ont  6tk clonbs (fis. 5), chez le cham- 
pignon  pathogene de la tomate Cladosporium hlvum ( a d  et aw9 35t36) et chez le 
champignon pathq8ne du riz Magnaporthe gr;sea (pw12 et  avr2-Yamo37). Les 
produits des  gènes a v d  et avf l  correspondent B des peptides capables de dklencher 
spkifiquement les rbactions  de défense du  cultivar  de  tomate possdant le gène de 
rbsistance  correspondant. Les fonctions des produits des genes pw/2 et avr2-Yamo sont 
encore inconnues. Les gènes de rbsistance la tomate  correspondant aux gènes d'aviru- 
Ience de  CIadospor;um hlvum avr4 et avr9, ont  btk cIonks rkemment38. 

L'analyse de leurs  skquences  nuclkotidiques  montre  qu'ils  appartiennent 6 une 
famille  de  proteines  impliqubes dans la reconnaissance de signaux  et la production de 
messagers secondaires  capables  d'activer  spbcifiquement  des g h e s  de la plante. 
Ainsi, il est vraisemblable  que les peptides  bliciteurs Avr4 et A v 8  se fixent sur le 
produit des gènes de rksistance  et  que ces complexes  activent par une  cascade de 
reactions  intracellulaires, les gènes des rkactions  de dkfense de la plante. 

Les champignons qui ne sont  pas  reconnus par les gènes de  rksistance  de la 
plante,  possèdent  des allèles (c virulents D. L'analyse moleculaire  de ces allèles, 
montre  qu'ils  correspondent  toujours B des gènes d'avirulence  inactifs  (mutations 
ponctuelles,  insertion  de  transposons36,  37)  ou 6 des dhlktions de toute la région chro- 



M.-H. Lebrun 7 95 

Cladosporium  fulvum 

Purification  d'un peptide éliciteur 
spécifique,  puis  clonage  du  gène 

Avr4, peptide riche en cystéine 
s6crété par le champignon 

135 aa (18 aa  adressage) 
t Protéases  fongique  et/  ou  végétale 
117 aa (actif) 

Magnaporthe grisea 

Clonage par marche  chromosomique 

Pw12, 
protéine de 145 aa riche en glycine 
fonction inconnue, 
famille de gènes 

AvR-Yamo, 
protéine de 201 aa 
fonction inconnue, 
famille de ghnes 

Avr9, peptide riche en  cystéine 
s6cr6t6  par le champignon 

63 aa (dont 23 aa  adressage) 
t Protéase  fongique 
34 aa (actif) 
1 Prot6ase de la plante 
28 aa (actif) 

Figure 5 
Caractéristiques des produits des  gènes d'avirulence de  champignons 

Cladosporium fulvum, pathogène  folaire de  la tomate 341 3 / 3 6  
Magnaporhe grisea, pathogène  folaire du riz37 

Spore 

Production  par les hyphes  de : 

- enzymes de  dégradation  des 

- enzyme  de d6toxification des 

Figure 6 
Colonisation de la feuille par les hyphes  mycéliens 
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mosomique  correspondant au gène  d'avirulence35' 37. Certains ghnes d'avirulence 
sont  instables,  particulièrement  ceux  situbs aux extrbmitbs  chromosomiques,  et il est 
facile d'obtenir des  mutants  spontanbs  virulents pour ces gBnes37. 
Coknisation de la p\ank-h6te ' 

Lorsque le champignon  échappe au système de reconnaissance de la plante, il 
peut  continuer sa progression  dans  les  tissus (hg. 6). Cette &tape  de  colonisation est la 
moins  bien connue, malgrb de nombreuses  btudes  (identification  d'enzymes de d&p- 
dation des parois,  de  toxines). Au cours de cette  phase,  le  champignon  est  en condi- 
tion de dbficience  nutritionelle. En effet,  certains ghnes de  pathogbnie (MpgI de 
~agnaporthe griseal*) ou  d'avirulence (avr9 de CIadospor~um fllvum39) qui ne 
peuvent  s'exprimer  que  dans  des  milieux  carences  en  azote,  s'expriment  fortement au 
cours  de cette  phase de l'infection. La mGme observation  a ét6 faite avec  des  gènes qui 
ne s'expriment  que  lors de carences  en  glucose (adh de Cladosporivrn fulvudo).  

Le champignon  doit aussi faire face aux  rbactions  de d6fense qu'il a Iui-mbme 
dklenchb lors de sa progression  dans la plante.  Certains  champignons  sont  ainsi 
capables de dbtoxifie41 les compos6s fongitoxiques  produits par la plante  (phytoa- 
Iexines). Nectria haematococca mbtabolise la principale  phytoalexine du pois, la 
pisatine, b l'aide  d'un  enzyme de type  cytochrome 6 PA50 (gène pda"), mais son 
rôle dans le processus  infectieux  s'est  rbvélé  plus  complexe  qu'attendu. En effet,  I'ob- 
tention  d'un  mutant par remplacement  de  &ne, a montré  que sa fonction  n'btait  pas 
indispensable au pouvoir pathogène, bien  que tous les isolats de Neetria pcmthog&nes 
du pois posshdent  cet enzyme fonctionnel43. Le champignon  pathogène de l'avoine 
Gaeumannomyces graminis, produit un  enzyme  capable  de  détoxifier le principal 
composb  fongitoxique  de  l'avoine,  une  saponine  appel&  avanacine, b l'aide d'une 
glucosidase  spécifique  dont  le gène de  structure a bt6 cloné&. L'obtention  d'un mutant 
par remplacement de gène, a montrb  que  cette  fonction &tait indispensable b ce cham- 
pignon  pour  attaquer  l'avoine. 
Spsrulafiosn 

L'étape finale du  cycle  infectieux  correspond  au  moment  ou le champignon diffé- 
rentie ses organes de reproduction  asexub  ou  sexuke,  et  libère  des spores qui dissb- 
mineront la maladie. Cette phase de sporulation, est  encore  très  peu  étudibe. 

Conclusions 
Nos connaissances des bases  molbculaires du processus  infectieux  des champi- 

gnons  phytopathogènes  sont encore très  limitbes.  Mais, la combinaison  d'approches 
méthodologiques et les apports de la biologie  moléculaire  accblèrent  le  rythme  des 
dkouvertes. Ces nouvelles  connaissances  devraient  nous  permettre de concevoir  des 
fongicides très  spécifiques,  mais  aussi de  sblectisnner  rationnellement des cultivars 
ayant  une  résistance  durable  aux  champignons. 
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