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Béatrice Turcq, Joél Bégueret

La reconnaissance du non-soi est un
phénomene général chez les orga-
nismes vivants. L’histo-incompatibili-
té conduisant au rejet de greffe en
est une illustration. Chez les ani-
maux, la reconnaissance des cellules
somatiques est réalisée par des inter-
actions cellulaires directes et/ou des
réponses humorales. Chez la plupart
des autres organismes, les méca-
nismes de l'incompatibilité restent
encore incompris.

Chez les champignons filamenteux,
la fusion de cellules somatiques de
souches différentes est controlée par
un mécanisme appelé incompatibili-
té végétative [1]. Le déterminisme
génétique de l'incompatibilité végé-
tative a été analysé chez de nom-
breuses espéces de champignons [2]
et les progres récents de la génétique
moléculaire chez ces organismes ont
permis d’aborder I’étude de ce phé-
nomene au niveau moléculaire.

La signification biologique
de P'incompatibilité végétative

Les champignons filamenteux sont
des organismes haploides qui se
développent sous la forme d’un
mycélium, un réseau de cellules mul-
tinucléées appelées hyphes ou fila-
ments. A I'intérieur de ce mycélium,
les fusions entre les filaments sont
fréquentes. De telles anastomoses se
produisent également quand deux
mycéliums arrivent au contact I'un
de l'autre. La fusion entre des
hyphes de souches différentes
conduit a la formation de filaments
hétérocaryotiques qui contiennent
un mélange des noyaux des deux

souches parentales dans un cytoplas-
me commun.

Dans la plupart des cas, cependant, il
est impossible d’obtenir des souches
hétérocaryotiques stables par fusion
de différentes souches sauvages de la
méme espece. L’observation cytolo-
gique a montré que les cellules hété-
rocaryotiques formées par la fusion
de souches incompatibles sont rapi-
dement détruites par une réaction de
type nécrotique [3]. Chez beaucoup
d’especes, en conditions de labora-
toire, 'incompatibilité entre les
souches peut étre détectée par la pré-
sence d’un barrage [4], un contact
anormal dans la région dans laquelle
les mycéliums incompatibles fusion-
nent (figure 1).

Le role de I'incompatibilité végétati-
ve dans la biologie des populations
de champignons n’est pas encore
clair car I'importance quantitative de
I’hétérocaryose dans la nature n’est
pas connue. Chez les basidiomycetes
et chez quelques autres champi-
gnons qui ne différencient pas
d’organes sexuels spécialisés, I’hété-
rocaryose est la premiere étape de la
phase sexuelle et elle est sous le
controle des geénes du type sexuel.
Le role de I'hétérocaryose chez les
autres champignons est moins cer-
tain. L’état hétérocaryotique peut
offrir certains avantages de la diploi-
die, dont I'hétérozygotie, et la capa-
cité de s’adapter a des changements
des conditions de l’environnement.
L’hétérocaryose peut également
fournir une situation qui permet la
recombinaison somatique assurant le
brassage génétique chez les champi-
gnons dépourvus de reproduction

sexuée. Si la formation d’hétéroca- m—
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Figure 1. Aspect macroscopique de la réaction de mort cellulaire chez P. an-
serina. Différentes souches de P. anserina ont été mises en croissance dans
une boite de Pétri contenant un milieu gélosé. La fleche noire montre un
bourrelet mycélien appelé «barrage ». Les souches de part et d’autre du
bourrelet sont donc incompatibles. La fleche blanche montre un contact nor-
mal (absence de « barrage ») entre deux souches compatibles.

ryons est nécessaire pour la recombi-
naison génétique, I'incompatibilité
végétative limitera le brassage au
sein de I’espece et pourra favoriser
Iisolement génétique.

Un autre role possible de I'incompa-
tibilité végétative dans la nature a été
suggéré par I'étude du transfert de
déterminants génétiques non chro-
mosomiques chez certaines espéces
de champignons. Ainsi chez I’asco-
mycete responsable de I'encre du
chataignier, Cryphonectria parasitica,
Ihypovirulence est liée a la présence
d’un pseudo-virus a ARN double-brin
qui peut étre transmis horizontale-
ment par anastomose entre les
souches [b]. L’efficacité du transfert
intraspécifique de cet ARN et sa pro-

sesssm—— pagation sont largement diminuées

entre souches incompatibles [6]. De
meéme, chez plusieurs autres especes,
Iefficacité du transfert horizontal
d’éléments génétiques cytoplas-
miques tels que des mitochondries,
des plasmides ou des ARN stables, est
réduite entre souches incompatibles
[7, 8]. L’incompatibilité végétative
interviendrait donc dans le controle
de la propagation d’éléments géné-
tiques non chromosomiques au sein
des populations naturelles.

La génétique de I'incompatibilité
végétative

Chez plusieurs espéces d’ascomy-
cetes, I’étude du contrdle génétique
de I'incompatibilité végétative a mon-
tré qu’elle résulte toujours de diffé-

rences génétiques a un ou plusieurs
locus appelés het (pour heterokaryotic
incompatibility). Le nombre de locus
het est généralement élevé : onze chez
Neurospora crassa, neuf chez Podospora
anserina, huit chez Aspergillus nidu-
lans, et au moins cinq chez C. parasi-
tica [9-12]. L’existence de nombreux
locus het chez les champignons
imparfaits a été déduite du nombre
élevé de groupes de compatibilité
végétative présents chez ces especes.

Les génes présents aux locus het peu-
vent étre impliqués dans un détermi-
nisme allélique ou non allélique de
I'incompatibilité. Dans le cas des sys-
temes alléliques, I'incompatibilité est
déclenchée par la co-expression de
deux génes het alleles. Dans les inter-
actions non alléliques, décrites chez
P. anserina et C. parasitica, la coex-
pression de deux geénes non alléles
est responsable de la réaction
d’incompatibilité. Quand I'incompa-
tibilité entre deux souches résulte de
la présence de deux geénes non
alleles, la descendance des croise-
ments entre ces deux souches incom-
patibles contient des individus dans
lesquels les deux génes antagonistes
sont présents dans un méme noyau
haploide. La croissance de ces
souches «auto-incompatibles » est
rapidement inhibée apres la germi-
nation des spores et les cellules sont
détruites par une réaction lytique
[10].

La recherche de mutations qui sup-
priment ou atténuent la réaction
d’incompatibilité a permis d’identi-
fier des genes différents des genes het
dont les produits sont également mis
en jeu dans le déroulement de la
réaction d’incompatibilité.

Les alleles A et a du locus du type
sexuel de N. crassa ont une double
fonction: ils contrdlent la fusion des
cellules reproductrices males et
femelles ainsi que celle des filaments
mycéliens au cours de la phase végé-
tative, les souches A et a sont incom-
patibles. Des mutations supprimant
I'incompatibilité végétative sans inci-
dence sur la fonction de reproduc-
tion entre les souches a et A ont été
isolées. Toutes ces mutations sont
récessives et sont localisées au niveau
d’un seul locus appelé tol [13, 14]. La
forme mutante du gene tol supprime
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uniquement le systeme d’incompati-
bilité a/A et n’a aucun effet sur les
autres systémes. La caractérisation
moléculaire du geéne ol est actuelle-
ment en cours. D’autres mutations
supprimant également un ou plu-
sieurs systemes d’incompatibilité ont
été mises en évidence chez N. crassa
[15].

Chez P. anserina, des mutations qui
permettent la croissance des souches
auto-incompatibles ont été isolées.
Ces mutations ont lieu, soit dans un
des deux genes incompatibles, soit
sur un autre locus. Les génes qui por-
tent de telles mutations sont appelés
genes mod, pour « modificateur de la
réaction d’incompatibilité» [16-20].
Les souches qui portent des muta-
tions mod sont fréquemment altérées
dans certaines étapes du développe-
ment. Ce résultat suggere que les
geénes mod pourraient avoir une fonc-
tion essentielle outre leur réle dans
I'incompatibilité végétative. Récem-
ment, on a caractérisé le géne mod-E
[21]. Il code pour un polypeptide de
701 acides aminés qui présente de
fortes similarités avec les protéines de
la famille des Hsp90. La mutation
mod-E1 restaure, d’une part, la crois-
sance d’une souche auto-incompa-
tible et, d’autre part, des défauts de
développement de certains mutants.
Cela souligne l'existence d’une rela-
tion étroite entre développement et
incompatibilité végétative. Le clona-
ge d’autres génes mod est actuelle-
ment en cours.

Caractérisation de genes het

Les bases moléculaires de I'incompa-
tibilité végétative ne sont pas encore
¢élucidées. Le clonage des genes het
doit apporter des informations sur
leur fonction et sur les mécanismes
mis en jeu au niveau cellulaire lors
de la réaction d’incompatibilité. Plu-
sieurs genes het ont été clonés chez
N. crassa et P. anserina au cours de ces
derniéres années.

e [e locus A de N. crassa

Les génes du type sexuel mat a-1 et
mat A-1 codent pour des polypeptides
qui ne présentent pas de similitude.
Ces deux alleles sont donc des idio-
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morphes semblables, c’est-a-dire des
séquences non similaires bien que
présentes au méme locus. Les pro-
téines MAT interviendraient dans la
régulation de la transcription de dif-
férents genes [22-24]. Bien que la
reproduction sexuée dépende de la
capacité du polypeptide MAT a-1 de
se lier a une séquence d’ADN spéci-
fique, 'incompatibilité végétative
n’est pas affectée par des mutations
qui suppriment la liaison de cette
protéine a ’ADN [25]. Une mutation
dans le géne mat A-1, qui remplace le
résidu arginine en position 258 en
un résidu sérine, supprime l'incom-
patibilité sans affecter la fonction de
reproduction. Il n’est donc pas exclu
que mat a-1 et mat A-1 interviennent
par des mécanismes distincts dans la
reproduction et ’incompatibilité
végétative.

® Le locus het-C de N. crassa

Trois alléles antagonistes het-C°%, het-
C™ et het-C°® ont été caractérisés au
locus het-C. Le locus a été cloné par la
technique de marche sur le chromo-
some [26]; il code pour un polypepti-
de de 966 acides aminés qui présente
un peptide signal et des caractéris-
tiques de protéines riches en résidus
glycine. Ce type de protéines est fré-
quemment trouvé associ€é aux parois
chez les végétaux. Les trois alleles
codent pour des polypeptides présen-
tant 86 % d’identité [27]. Contraire-
ment aux alléles a et A, ce sont de
vrais alleéles. L’inactivation de l'allele
het-Co% conduit a la perte de la réacti-
vité de la souche mutante dans
I'incompatibilité mais toutes les
autres caractéristiques sont de phéno-
type sauvage. Le polypeptide codé
par le géne het-C, d’une part, serait
impliqué dans la réaction d’incompa-
tibilité végétative et, d’autre part,
jouerait un role non essentiel dans la
structure de la paroi. La construction
d’alleles chimériques a permis de
montrer que la spécificité de I'allele
het-C dans I'incompatibilité est déter-
minée par un fragment de 34-
48 acides aminés de long. Ce frag-
ment correspond a la région la plus
variable de la séquence. Cette séquen-
ce variable est trés conservée pour des
alleles de méme réactivité. Il existe-
rait une forte pression de sélection

pour créer et maintenir un polymor-
phisme dans cette région de la protéi-
ne.

® Le locus het-s de P. anserina

Deux alleles incompatibles het-s et
het-S ont été décrits au locus het-s de
P. anserina. Les geénes correspondants
codent pour une protéine de
289 acides aminés qui ne ressemble a
aucune des protéines actuellement
présentes dans les banques de don-
nées. Les souches dans lesquelles le
locus het-s est inactivé par invalida-
tion du géne par recombinaison
homologue ont un phénotype neutre
d’incompatibilité, c’est-a-dire qu’elles
sont compatibles avec une souche
contenant un allele het-s aussi bien
qu’un allele het-S. Ces souches
mutantes ont un phénotype sauvage :
leur croissance, la différenciation des
organes reproducteurs males et
femelles, et la fertilité ne sont pas
affectées par I'inactivation du locus
het-s. L’expression de ce locus n’est
donc pas essentielle pour la viabilité
cellulaire et I’accomplissement du
cycle biologique du champignon
[28]. Mais la possibilité que l'inacti-
vation du géne het-s puisse étre com-
plémentée par I’expression d’un
géne fonctionnellement analogue
non identifié n’est pas exclue.

Les polypeptides codés par les alleles
het-s et het-S different par 14 acides
aminés et la nature de I’acide aminé
en position 33 est essentielle a la spé-
cificité allélique. Cet acide aminé est
une proline dans le polypeptide codé
par het-s, et une histidine dans celui
codé par het-S. Une mutation dans
het-S qui change I’histidine en proli-
ne convertit le géne het-S en un allele
qui a une spécificité het-s. Cela prou-
ve que la différence d’un seul acide
aminé a cette position dans la protéi-
ne codée par le locus het-s, est suffi-
sante pour déclencher I'incompatibi-
lité entre les deux souches [29].

Les souches portant un géne het-s
peuvent présenter deux états de réac-
tivité dans I'incompatibilité. En effet,
soit elles présentent un phénotype
Hets, et elles sont incompatibles avec
une souche HetS, soit elles présen-
tent un phénotype neutre, appelé
dans ce cas Het-s*, et elles sont com-

patibles avec une souche Het-S. Un me—
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simple contact d’une souche Het-s*
avec une souche Hets induit la tran-
sition du phénotype Het-s* vers le
phénotype Het-s. Cette différence de
comportement des souches Hets et
Het-s* correspond a l’existence de
deux formes différentes de la protéi-
ne HET-s. Cette protéine aurait un
comportement proche de celui
d’une protéine de type prion [30].

® Les genes het-c et het-e de P. anserina
Les locus het-c et het-e, impliqués dans
une réaction d’incompatibilité qui fait
intervenir deux génes non alléles,
sont multi-alléliques. Aux locus het-c et
het-e, 1la confrontation de différentes
souches a permis de décrire quatre
alleles de spécificité différente. Diffé-
rents alleles des locus het-c et het-e ont
été clonés. Le locus hete contient un
cadre ouvert de lecture qui code un
polypeptide de 1356acides aminés et
qui présente deux domaines caracté-
ristiques [31]. La région C-terminale
de la protéine contient des répétitions
de 42acides aminés similaires a celles
présentes dans toutes les sous-unités 3
des protéines G trimériques [32]. De
telles répétitions sont également pré-
sentes dans diverses protéines de fonc-
tions différentes et seraient impli-
quées dans des interactions
protéine/protéine [33]. La région N-
terminale contient les séquences
consensus de GTPases et se lie spécifi-
quement au GTP in vitro [34]. La
mutation d’'un acide aminé dans ce
domaine de liaison au GTP conduit a
un alléle neutre qui a perdu sa réacti-
vité dans l'incompatibilité. Ceci
montre que la liaison du GTP au poly-
peptide est essentielle pour déclen-
cher la réaction létale. Le polypeptide
codé par le locus het-e a donc des
caractéristiques structurales de sous-
unités O et 3 des protéines G trimé-
riques et pourrait définir une nouvelle
classe de protéines impliquées dans la
transduction de signaux cellulaires.

Le locus het-c code pour une protéine
de 208 acides aminés, présentant
29 % d’identité avec une protéine du
cerveau de porc qui catalyse I’échan-
ge de glycolipides entre les mem-
branes cellulaires [35]. Comme pour
le locus het-s, des différences limitées
dans la séquence des protéines
codées par les alleles du locus het-c
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conférent une spécificité différente
dans I'incompatibilité. L’inactivation
du locus het-c par invalidation du
géne par recombinaison homologue
affecte la sporulation du champi-
gnon lors de la reproduction sexuée.
Dans les croisements entre des
souches contenant le géne het-c inac-
tivé, les organes reproducteurs
contiennent une majorité de spores
avortées. L’étude cytologique sugge-
re que la distribution des noyaux
durant la mitose postméiotique est
anormale. Les propriétés de ce
mutant inactif montrent qu’un gene
impliqué dans I'incompatibilité végé-
tative peut étre important pour la
réalisation du cycle biologique du
champignon [36].

Conclusion

La fonction de I'incompatibilité végé-
tative chez les champignons demeure
une question ouverte. Ce phénomene
est largement répandu chez les cham-
pignons filamenteux suggérant qu’il
doit jouer un role important chez ces
organismes. L’incompatibilité limite
la transmission horizontale des élé-
ments extrachromosomiques dont
certains ont des effets déléteres. On a
également proposé que la présence
des geénes hel crée une situation favo-
rable pour I’évolution en limitant le
brassage génétique et en favorisant
I’émergence d’isolats a l'intérieur
d’une espéce [1]. Si la prévention de
I’hétérocaryose est bénéfique dans les
populations naturelles, les geénes het
auraient été sélectionnés et évolue-
raient essentiellement pour limiter la
formation d’hétérocaryons. Les résul-
tats obtenus chez N. crassa pour le
géne het-C sont en accord avec une
telle hypothese. En effet, une forte
pression de sélection semble mainte-
nir le polymorphisme au niveau de ce
locus, dans une région limitée res-
ponsable de la spécificité des trois
alleles.

Les propriétés des genes présents
aux locus het de P. anserina et A de N.
crassa et en particulier I’existence
d’une seule différence d’acide aminé
entre alleles de spécificité différente
suggerent une autre signification de
I’incompatibilité végétative. Les

genes het auraient une fonction cellu-
laire primaire autre que I'incompati-
bilité. Les polypeptides codés par les
geénes het seraient actifs sous forme
de complexes homo- ou hétéromulti-
mériques, selon que I'incompatibilité
fait intervenir des genes alleles ou
non alleles. L’évolution des genes et
dans les populations naturelles
conduirait a une divergence de
séquences au niveau de ces locus,
cette variabilité n’affectant pas leur
activité. Cependant, lors de la fusion
de souches différentes, la formation
de complexes protéiques de structu-
re anormale causerait des désordres
létaux dans le métabolisme ou
I’expression génétique. Il serait donc
possible que des mutations puissent
conduire a I’apparition de nouveaux
alleles het induisant une réaction
d’incompatibilité. En accord avec
une telle hypothese, Delettre et Ber-
net ont montré que ’on pouvait
obtenir, par mutation, de nouveaux
alleles het différents des alleles het
identifiés dans les souches sauvages
[41]. Ce résultat suggere que le
nombre de génes het pouvant poten-
tiellement étre impliqués dans le
phénomene d’incompatibilité végéta-
tive serait plus élevé que celui établi
par I'analyse génétique de souches
sauvages.

Dans cette hypothese, la formation de
complexes anormaux entre les pro-
duits de geénes incompatibles serait
létale pour la cellule. La formation de
complexes homo- et hétéromultimé-
riques entre les produits des genes
het-s et het-S a été mise en évidence
par la technique du double-hybride
[30]. Dans le cas du gene het-C de N.
crassa, la formation de complexes
peut également étre envisagée. En
effet, la présence d’'un domaine
potentiel de dimérisation est en
faveur de cette hypothése. Ce modele
du «complexe poison» serait ana-
logue a celui proposé chez la levure
[37] et la drosophile [38] pour expli-
quer la non-complémentation non
allélique entre des mutations dans
différents génes codant, en particu-
lier, pour des composants du cytos-
quelette. Pour les génes het, les com-
plexes poisons seraient la
conséquence de la co-expression de
variants naturels dans les cellules
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Figure 2. Modéles des « complexes poisons» formés par les interactions
entre les produits des génes het incompatibles. Dans une cellule hétéroca-
ryotique contenant deux génes ayant une incompatibilité allélique, trois
complexes différents peuvent étre formés entre les produits des génes. Le
complexe hétéromultimérique serait nocif et son effet dominant sur la fonc-
tion normale des complexes homomultimériques. Quand deux genes ayant
une incompatibilité non allélique tels que het-C et het-E sont co-exprimés a
I'intérieur d’une cellule hétérocaryotique, le complexe formé par les produits
des génes antagonistes serait un complexe poison.

hétérocaryotiques. Cette hypothese,
résumée dans la figure 2, appliquée a
I'incompatibilité, fait intervenir deux
genes alleles ou non alléles. Une telle
hypothése pourrait expliquer égale-
ment la croissance anormale ou la
létalité des descendants hybrides pro-
duits lors de croisements inter-
raciaux ou de croisements entre des
especes apparentées. Les hybrides
anormaux sont fréquents chez les
plantes et les animaux [40]. Ces
hybrides anormaux sont la consé-
quence de la présence, chez les
parents, de genes «létaux complé-
mentaires » qu’il est possible de com-
parer aux genes het des champignons.
La caractérisation de genes het
d’autres champignons est actuelle-
ment en cours. Les résultats obtenus
apporteront certainement des infor-
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mations qui permettront de répondre
aux questions sur les bases molécu-
laires de la prévention de I’hétéroca-
ryose, les mécanismes de la mort cel-
lulaire et aussi sur la fonction de ces
genes chez ces organismes et dans les
populations naturelles ®

Note

Cet article est en partie une actualisation de la
publication : vegetative incompatibility in fila-
mentous fungi: het genes begin to talk. Bégue-
ret J, Turcq B, Clavé C. Trends Genet 1994 ; 10 :
441-6.
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