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ADNc ADN complémentaire d’un ARN messager 
ARN pol ARN polymérase 
ARN acide désoxyribonucléique 
BOA acide botcinique 
BOT botrydial 
CDS coding sequence 
ChIP chromatin immunoprecipitation 
DBD DNA binding domain 
DHN 1,8-dihydroxynaphthalene 
DIM (-2, 5, 7) Defective in DNA methylation 
ET éléments transposables 
FT facteur de transcription 
GTF general transcription factor 
H3 histone 3 
H4  histone 4 
HAT histone acetyltransferase 
HDAC histone deactelyse 
HMT histone methyltransferase 
HP1 heterochromatin protein 1 
HST host-specific toxin 
HxKyme méthylation du résidu lysine y de l’histone x 
HxKyme2 diméthylation du résidu lysine y de l’histone x 
HxKyme3 triméthylation du résidu lysine y de l’histone x 
K lysine 
KDM lysine demethylase 
me methylation 
NHST non host-specific toxin 
NRPS non-ribosomal peptide synthetase 
PCR polymerase chain reaction 
PIC pre-initiation complex 
PKS polyketide synthase 
qPCR PCR quantitative 
RIP repeat-induced point mutation 
RT rétro-transcription 
TAF TBP-assiocated factor 
TBP TATA binding protein 

 

Unités internationales 

°C degré Celsius  
Da Dalton  
g, mg, µg, ng gramme, milligramme, microgramme, nanogramme  
j, h, min, sec jour, heure, minute, seconde  
l, ml, µl litre, millilitre, microlitre  
M, mM, µM, nM molaire, millimolaire, micromolaire, nanomolaire  
mmol millimole  
 

 



12 

 

  



13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction générale 



14 

 

  



15 

 

1. Les champignons : cause majeure des maladies des plantes 

1.1. Le règne des champignons 

 Malgré ce que croit la plupart des consommateurs de champignons fraîchement cueillis dans 

les forêts, les Mycètes ne sont pas des plantes mais forment un règne à part entière. L’apparition du 

règne des Fungi a été estimée à environ 400 millions d’années (Taylor et Berbee, 2006). On y retrouve 

une diversité d’organismes très importante allant des levures aux champignons Basidiomycètes 

communément appelés champignons à chapeaux. En 2001, le nombre d’espèces appartenant au règne 

des Fungi avait été estimé à 1,5 millions (Hawksworth). Cette estimation a récemment été réévaluée à 

5,1 millions (Blackwell, 2011). Cependant, environ 100 000 espèces seulement ont été identifiées 

(Kirk et al., 2008; Blackwell, 2011). Les champignons ont été capables de coloniser de nombreuses 

niches écologiques à travers la Terre grâce à l’évolution de divers types trophiques. Ils sont de 

remarquables décomposeurs et peuvent dégrader de nombreuses matières, ce qui leur permet de se 

développer aussi bien sur les restes oubliés de nourriture de nos réfrigérateurs que sur le bois mort des 

forêts. De plus, les champignons sont impliqués dans de nombreuses interactions avec divers 

organismes (Taylor et al., 2004). Notamment, la formation de lichens permet la colonisation de 

milieux hostiles allant de la surface d’une roche jusqu’aux zones polaires. L’extraordinaire capacité 

des champignons à dégrader de nombreuses molécules est largement utilisée par les Hommes, ce qui 

est parfois défini comme de la domestication. En effet, la production de pain, de bière ou encore de 

fromage (camembert, roquefort) implique l’utilisation contrôlée de levures ou de champignons 

filamenteux. Les champignons sont aussi utilisés pour la détoxification de zones polluées (Silar et al., 

2011). A l’inverse de ces procédés qui sont basés sur la capacité à dégrader ou transformer, les 

Hommes utilisent les champignons pour produire un nombre important de molécules utilisées dans 

l’industrie ou dans la médecine par exemple (Demain et Martens, 2016). Cependant, les champignons 

ne sont malheureusement pas uniquement bénéfiques pour les Hommes. De nombreuses espèces 

fongiques se nourrissent et accomplissent leur cycle de vie en parasitant un hôte. Il existe des espèces 

pathogènes de l’Homme. A fortiori, de nombreuses espèces sont impliquées dans l’attaque de plantes 

et provoquent des maladies qui peuvent (i) entrainer des pertes de rendement mais aussi (ii) rendre 
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inconsommables les denrées produites sur des parcelles contaminées en raison de la production de 

toxines. Les champignons représenteraient ainsi la menace microbienne la plus importante vis-à-vis 

des plantes (Agrios, 2005).  

 L’agriculture moderne doit faire face à de nombreux enjeux. La lutte contre les champignons 

phytopathogènes représente un enjeu économique majeur pour les producteurs mais aussi un enjeu 

démographique dû à l’accroissement de la population mondiale. De plus, l’urbanisation tend à faire 

diminuer les surfaces cultivables dans les pays développés et en cours de développement. A ces défis 

vient s’ajouter le souhait des consommateurs d’acheter de la nourriture « saine » dont la production a 

nécessité pas ou peu de produits phytosanitaires. En résumé, les défis d’aujourd’hui et de demain sont 

de produire de la nourriture en plus grande quantité, avec moins de terres cultivables et en utilisant 

moins de produits phytosanitaires. Dans cette optique, le plan ECOPHYTO2018 a été mis en place en 

2008 à la suite du grenelle environnement. Cette initiative vise à réduire progressivement l’utilisation 

des produits phytosanitaires notamment de fongicides (pour atteindre une diminution de l’utilisation 

de 50 %) en France tout en maintenant une agriculture économiquement compétitive. L’atteinte de ces 

objectifs nécessite une connaissance approfondie des différentes stratégies  des champignons 

phytopathogènes.  

1.2. Stratégies d’infection des champignons phytopathogènes 

 Nous avons vu ci-dessus que les champignons sont capables d’attaquer un nombre important 

de plantes (dont les grandes cultures). L’interaction entre une plante hôte et un champignon fait 

intervenir de nombreux mécanismes chez le champignon pour infecter la plante mais aussi chez cette 

dernière pour se défendre. Au cours de l’évolution, différentes stratégies d’infection ont été 

sélectionnées afin d’assurer la nutrition et le maintien du cycle de vie des parasites. On distingue ainsi 

(i) les biotrophes, (ii) les nécrotrophes et (iii) les hémibiotrophes (Fig. 1). 
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Fig. 1. Stratégies d’infection des différents types trophiques de champignons phytopathogènes. 
Les phases de pénétration et de conidiation / sporulation sont communes aux différents types 
trophiques. Les champignons hémibiotrophes se distinguent par leur stratégie d’infection qui inclut 
successivement une phase biotrophe puis une phase nécrotrophe. Adapté de Divon et Fluhr (2007).  

 

 Les biotrophes 1.2.1.

 Les champignons dits biotrophes ou parasites obligatoires infectent les plantes en les 

maintenant en vie dans le but de s’en nourrir (Mendgen et Hahn, 2002). Le détournement des 

nutriments est réalisé chez la plupart des champignons biotrophes par une structure d’infection 

particulière appelée haustorium. Cette structure ne pénètre pas la membrane végétale mais crée une 

invagination qui permet des échanges de composés dont les nutriments. Néanmoins, cette stratégie 

nécessite de contrer la perception du parasite par la plante hôte. Ainsi, les parasites obligatoires 

délivrent des facteurs (les effecteurs) via les haustoria qui permettent d’interférer avec les mécanismes 

de défense et donc de maintenir l’interaction. Les champignons biotrophes ont généralement un 

spectre d’hôte étroit. Ils incluent notamment les rouilles (comme Puccinia triticina ; Kolmer, 2013) et 

les oïdiums (Blumeria graminis ; Zhang et al., 2005).  

 Les nécrotrophes 1.2.2.

 A l’inverse des parasites obligatoires, la stratégie des organismes phytopathogènes 

nécrotrophes est de tuer les cellules végétales afin de pouvoir se nourrir et se développer sur les tissus 

morts. Les mécanismes d’infection impliquent ainsi la production de molécules toxiques et d’enzymes 

lytiques qui vont affecter l’intégrité cellulaire. Certains agents pathogènes nécrotrophes sont capables 

d’infecter une unique espèce végétale (e. g. Cochliobolus heterostrophus ; Horwitz et al., 2013) tandis 

que d’autres peuvent en infecter plusieurs centaines. C’est le cas de Botrytis cinerea, le sujet d’étude 
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de cette thèse, dont le spectre d’hôtes a récemment été estimé à plusieurs centaines d’espèces végétales 

(Elad et al., 2016). 

 Des études récentes semblent indiquer que les agents nécrotrophes n’utilisent pas seulement 

des facteurs de virulence qui n’ont pour action que la destruction grossière des cellules. Au contraire, 

des mécanismes impliqués dans la manipulation des défenses ou du métabolisme énergétique de la 

plante ont été mis en évidence. Par exemple, un effecteur permettant le contournement des 

mécanismes de défense végétale a récemment été caractérisé chez Sclerotinia sclerotiorum, un 

champignon phytopathogène polyphage défini comme nécrotrophe (Weiberg et al., 2013; Lyu et al., 

2016).  

 Les hémibiotrophes 1.2.3.

 La stratégie des champignons dits hémibiotrophes est intermédiaire à celle des biotrophes et 

des nécrotrophes. Dans les premières phases de l’infection, ces champignons pénètrent la paroi 

végétale et se développent en fonction des espèces dans le milieu inter- ou intra-cellulaire. La 

différenciation de structures (comme les haustoria ou les vésicules intracellulaires) va avoir lieu afin 

de détourner les nutriments de la plante tout en maintenant cette dernière en vie et sans entrainer de 

symptômes. Cette phase nécessite l’excrétion par le champignon de facteurs permettant le 

contournement des mécanismes de défense de l’hôte (effecteurs) et peut donc être considérée comme 

une phase biotrophe. Dans une seconde phase, les champignons hémibiotrophes vont induire la mort 

cellulaire végétale comme le font les nécrotrophes. Un développement saprophytique sur les tissus 

morts aura alors lieu. Cette seconde phase peut être assimilée à la nécrotrophie. Des espèces 

particulièrement étudiées de champignons hémibiotrophes sont Leptosphaeria maculans (qui induit la 

nécrose du collet sur des Brassicacea dont le colza ; Rouxel et Balesdent, 2005), Magnaporthe oryzae 

(qui est responsable de la pyriculariose notamment sur le riz ; Talbot, 2003) ou encore différentes 

espèces de Colletotrichum provoquant par exemple des anthracnoses sur de nombreux hôtes (Cannon 

et al., 2012). 
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 La définition des types trophiques est une notion qui est sujette à débat. Notamment, les 

différences entre les champignons nécrotrophes et hémibiotrophes sont controversées. En effet, il a été 

observé que certaines espèces qualifiées de nécrotrophes peuvent se développer de façon 

asymptomatique sur leur plante hôte (Spanu, 2012).  

1.3. Présentation de Botrytis cinerea, l’agent de la pourriture grise 

 Botrytis cinerea Persoon : Fries (téléomorphe Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) est 

un ascomycète responsable de la pourriture grise (Fig. 2). Le nom de cette maladie provient de la 

couleur caractéristique des conidies produites par B. cinerea. Le genre Botrytis, ainsi que le genre 

voisin Sclerotinia, font partie de la classe des Leotiomycètes, de l’ordre des Héliotales et de la famille 

des Sclerotiniaceae. Sclerotinia sclerotiorum ((Lib.) de Bary), un champignon phytopathogène du sol 

provoquant la pourriture blanche sur plus de 400 espèces végétales (Bolton et al., 2006) est une espèce 

proche de B. cinerea. Ces deux espèces sont typiquement nécrotrophes et induisent la dégradation et la 

mort des tissus jusqu’à l’apparition d’une pourriture. 

 

Fig. 2. Symptômes de la pourriture grise grise. 
Les photos présentent les symptômes entrainés par l’infection par B. cinerea sur framboise (A), fraise 
(B) et grappe de raisin (C). Adapté de Carisse (2016). 
 

 Les espèces appartenant au genre Botrytis sont impliquées dans l’infection de plus de 1400 

espèces appartenant à 596 genres de plantes (Elad et al., 2016). B. cinerea est capable à elle seule 

d’attaquer 586 de ces genres végétaux (principalement des Dicotylédones) et possède donc un spectre 

d’hôtes très large qui comprend notamment des espèces cultivées d’intérêt économique majeur comme 

la tomate, la fraise ou la vigne. Pour lutter contre le développement de B. cinerea en plein champs et 
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en serres, l’optimisation des pratiques culturales (comme la réduction de la densité de plantation, la 

gestion de la canopée pour assurer une bonne aération ou encore la récolte des denrées uniquement en 

conditions de temps sec) ainsi que le développement de méthodes de biocontrôle sont mis en place 

(Elad, 2016; Nicot et al., 2016). L’utilisation de produits phytosanitaires dans le cadre de la lutte 

chimique reste cependant la méthode la plus efficace pour contrôler le développement de la pourriture 

grise (Fillinger et Walker, 2016). Néanmoins, plusieurs phénomènes de contournement de résistance 

ont été rapportés (Leroch et al., 2011; Fillinger et Walker, 2016). Les dommages provoqués par B. 

cinerea sont difficiles à estimer du fait de ce spectre d’hôtes très large.  En revanche, le coût des 

fongicides spécifiquement appliqués contre la pourriture grise a été estimé à 540 millions d’Euros 

(2001), soit 10% du marché mondial des fongicides (Dean et al., 2012). Si dans la grande majorité des 

cas, la présence de B. cinerea dans les cultures est problématique, elle peut néanmoins s’avérer 

bénéfique dans de rares vignobles. Dans ce cas, B. cinerea se développe uniquement au niveau de 

l’épiderme des baies de raisin sans entrainer les symptômes de la pourriture grise. Les baies subissent 

alors un dessèchement progressif qui va permettre une accumulation en sucre. Ce processus est 

nommé pourriture noble et est utilisé pour la production de vins liquoreux tels que le Sauternes ou le 

coteaux du Layon. Une étude a démontré que les souches impliquées dans la pourriture noble ne sont 

pas différentes de celles qui sont isolées à partir de plantes infectées par la pourriture grise (Fournier et 

al., 2013). La différence entre ces deux types d’interaction résulterait des conditions 

environnementales (température et humidité). 

 A l’inverse de B. cinerea, la majorité des espèces de Botrytis sont impliquées dans l’infection 

d’un nombre d’espèces végétales beaucoup moins important, certaines étant même spécialisées dans 

l’infection d’un unique hôte (Elad et al., 2016).  

 Cycle de vie de B. cinerea 1.3.1.

 Le cycle de vie de B. cinerea est présenté en Fig. 3. Il est composé de plusieurs phases 

distinctes. Les conidies produites massivement par B. cinerea à partir de conidiophores 

caractéristiques (Fig. 4A) sont dispersées (notamment par le vent) et vont germer (Fig. 4D) sur la 

surface des plantes lorsque les conditions sont favorables (forte humidité). B. cinerea est un 
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champignon aérien et attaque toutes les parties des plantes à l’exception des racines. Les tubes 

germinatifs vont pénétrer l’épiderme au niveau d’une structure appelée appressorium (Fig. 4E). 

Néanmoins, à l’inverse de l’appressorium de M. oryzae par exemple qui utilise l’accumulation de 

pression pour pénétrer la cuticule de façon mécanique (Talbot, 2003), l’appressorium de B. cinerea 

n’est pas une structure enflée et mélanisée. La pénétration a lieu grâce à l’action d’enzymes au point 

de contact. Alternativement, B. cinerea peut différencier des structures particulières appelées coussins 

d’infection (Fig. 4C). Suite à la pénétration de l’hôte, une lésion dite primaire apparait. Le 

champignon colonise ensuite rapidement les tissus végétaux et entraine la mort des cellules. Cette 

étape correspond aux lésions dites secondaires. Après une semaine environ, des conidiophores se 

forment et vont permettre la dissémination des conidies pour la réalisation d’une nouvelle infection. Il 

a récemment été suggéré que B. cinerea se développerait parfois de façon asymptomatique au sein des 

hôtes et ne provoquerait l’infection qu’à la suite d’un stress ou de la maturation ou la sénescence des 

tissus (Shaw et al., 2016). Il est donc possible qu’une phase de quiescence soit incluse dans le cycle 

présenté. 

 Le champignon peut survivre en hiver à l’état mycélien sur les débris de plantes infectées et la 

production de conidies au printemps permet d’entrer dans un nouveau cycle. Alternativement, des 

sclérotes peuvent être produites à partir du mycélium. Ces structures sont mélanisées et extrêmement 

résistantes aux conditions environnementales et permettent à nouveau la production de mycélium 

lorsque les conditions redeviennent favorables. Ces structures sont aussi impliquées dans la 

reproduction sexuée de B. cinerea. Lorsqu’elles sont fécondées par des micro-conidies, elles entrainent 

la production d’apothécies (Fig. 4B) qui vont permettre la maturation et la dissémination d’asques 

contenant les ascospores. B. cinerea étant un champignon hétérothallique, deux souches de types 

sexuels opposés (MAT1-1 versus MAT1-2) doivent donc intervenir pour former des apothécies. Les 

conditions requises pour sa mise en œuvre sont maitrisées au laboratoire mais l’observation 

d’apothécies au champ n’a été relevée que dans de très rares cas. Cependant, un fort taux de 

recombinaison a été observé au niveau des populations naturelles, ce qui suggère fortement l’existence 
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d’un brassage génétique régulier qui pourrait être dû à une reproduction sexuée, ou alternativement à 

des évènements de parasexualité (Fournier et Giraud, 2007).  

  

 

Fig. 3. Cycle de vie de B. cinerea. 

D’après Amselem et al. (2011). 
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Fig. 4. Présentation de structures morphologiques de B. cinerea. 
Les photographies suivantes présentent un conidiophore (A), des apothécies (B), un coussin 
d’infection (C) et une conidie en germination (D). La photographie E représente la pénétration par un 
appressorium (a) issu de la germination d’une conidie (c) et de l’élongation d’un tube germinatif (g). 
D’après Williamson et al. (2007)(A, B et D), Hahn et al. (2014)(C) et van Kan (2006)(E). 
 

 Botrytis cinerea : un modèle d’étude pour la nécrotrophie 1.3.2.

 En raison de l’importance des pertes économiques engendrées par B. cinerea, de gros efforts 

ont été mis en œuvre pour comprendre les mécanismes impliqués dans l’infection par ce champignon. 

B. cinerea est considéré comme un champignon nécrotrophe typique en raison de la rapidité et de 

l’intensité des nécroses induites lors de l’infection. La multiplicité des études portant sur les facteurs 

de virulence de B. cinerea (Cf. partie 3.3) permet aujourd’hui d’avoir accès à de nombreux outils et 

connaissances sur l’agent de la pourriture grise. Notamment, plusieurs méthodes ont été utilisées avec 

succès pour transformer ce champignon dans le but d’inactiver des gènes (remplacement par un gène 

de résistance), de les surexprimer (remplacement du promoteur initial par un promoteur fort) ou encore 

pour localiser in vivo des protéines en les fusionnant à une protéine fluorescente (Schumacher, 2012). 

De plus, des criblages par insertion aléatoire de l’ADN-T d’Agrobacterium tumefasciens ont été mis 
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en place (Giesbert et al., 2011) dans le but d’identifier les gènes impliqués dans les différentes phases 

de l’infection. B. cinerea est de plus facilement cultivable sur milieu synthétique et des protocoles 

permettant notamment le croisement sexué entre différentes souches sont disponibles. Finalement, des 

données génomiques sont disponibles, notamment grâce à l’annotation du génome de la souche de 

référence B05.10 qui a été séquencé de novo (van Kan et al., 2016). L’utilisation de la technologie 

PacBio a permis d’obtenir une version sans « gap », ce qui représente une avancée majeure au regard 

des informations jusqu’ici disponibles au sein de portions de séquences. D’après l’étude de van Kan et 

de ses collaborateurs, il est maintenant connu que la souche B05.10 possède 16 chromosomes cores et 

2 chromosomes dispensables. La taille du génome est estimée à 42.6 Mb et 11 701 gènes ont été 

prédits automatiquement sur la base de données d’expression RNAseq puis corrigés manuellement par 

la communauté Botrytis. 

 Facteurs de virulence 1.3.3.

 Pour infecter les plantes, différents mécanismes ont été sélectionnés au cours de l’évolution. 

Ces facteurs de virulence sont définis comme étant impliqués dans l’infection tout en étant 

dispensables au développement notamment en conditions de laboratoire. Certains des facteurs de 

virulence identifiés chez B. cinerea sont présentés ci-dessous. 

1.3.3.1. Les enzymes de dégradation des parois végétales  

 La capacité à dégrader les parois végétales est un aspect important pour l’infection par les 

champignons. Les glucides qui composent les parois végétales forment un réseau complexe 

comprenant des polysaccharides qui peuvent être divisés en trois catégories : la cellulose, 

l’hémicellulose et la pectine. Pour les dégrader, les champignons possèdent un véritable arsenal 

d’enzymes de dégradations des parois (appelées PCWDEs pour Plant Cell Wall Degrading Enzymes). 

B. cinerea possède 118 gènes putativement impliqués dans ce phénomène de dégradation des parois 

végétales (Amselem et al., 2011). Notamment, l’agent de la pourriture grise possède le potentiel pour 

dégrader particulièrement efficacement la pectine puisque 44 gènes impliqués dans cette fonction sont 

prédits. Plusieurs de ces gènes codant des polygalacturonases ont été caractérisés. BcPG2 est requis 

pour l’induction des lésions primaires (Kars et al., 2005) tandis que BcPG1 est impliquée dans la 
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colonisation (lésions secondaires) (Have et al., 1998). D’autres enzymes comme des pectine 

méthylestérases, des cutinases, des cellulases ou des hémicellulases sont également impliquées dans la 

dégradation des parois végétales lors de l’infection par B. cinerea (Van der Vlugt-Bergmans et al., 

1997; Valette-Collet et al., 2003; Brito et al., 2006). 

1.3.3.2. L’induction d’un burst oxydatif 

 Parmi les nombreux mécanismes de défense qu’elles possèdent, les plantes induisent 

précocement en réponse à la perception d’agents biotiques une augmentation limitée dans l’espace de 

la concentration en espèces réactives de l’oxygène (soient les ROS pour Reactive Oxygen Species) 

(Levine et al., 1994). Ce phénomène est communément nommé « burst » oxydatif. Ce mécanisme est 

particulièrement efficace dans le cadre de l’interaction avec des microorganismes comme les 

biotrophes qui ne peuvent pas se développer sur les tissus morts. A l’inverse, la production de ROS et 

l’induction de la mort cellulaire subséquente peut en revanche favoriser l’infection par des organismes 

nécrotrophes. C’est le cas de B. cinerea qui possède des enzymes pour résister à ces bursts oxydatifs et 

pour qui cette production externe de ROS serait même un avantage pour mener à bien l’infection 

(Govrin et Levine, 2000). De plus, B. cinerea serait lui-même impliqué dans la production de ROS, ce 

qui renforcerait encore un peu plus le stress oxydatif bénéfique au champignon au niveau de 

l’interaction (Heller et Tudzynski, 2011). 

1.3.3.3. Les petites protéines phytotoxiques et les effecteurs 

 La stratégie d’infection des organismes nécrotrophes implique la capacité à induire les 

mécanismes de mort cellulaire de la plante hôte (Dickman et al., 2001; Oliver et Solomon, 2008). 

Cette capacité repose sur la production de métabolites (Rossi et al., 2011 ; Cf. plus loin dans cette 

Introduction générale) et de protéines pouvant être phytotoxiques  (Stergiopoulos et al., 2013). 

 La production de protéines phytotoxiques a été mise en évidence chez B. cinerea. Notamment, 

une protéine de la famille des cérato-platanines, BcSpl1, induit des nécroses et des réactions de 

défense typiques de la HR de manière dose-dépendante (Frías et al., 2011). Deux protéines de la 

familles des NEP-1 like, BcNep1 et BcNep2, sont également impliquées dans l’induction des réponses 
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de défense de l’hôte (dépôts de callose et accumulation de ROS notamment) et de la mort cellulaire à 

haute dose (Gijzen et Nürnberger, 2006; Cuesta Arenas et al., 2010). La première protéine NEP a été 

décrite chez Fusarium oxysporum comme étant impliquée dans l’induction des nécroses et de la 

production d’éthylène (Necrose and Ethylen-inducing Protein) (Bailey, 1995). 

 A notre connaissance, aucun effecteur protéique manipulant les défenses de l’hôte n’a été 

caractérisé chez B. cinerea, mais il n’est pas exclu que de tels facteurs existent parmi les centaines de 

petites protéines qui semblent sécrétées (277 dont la taille est inférieure ou égale à 300 acides aminés ; 

Amselem et al., 2011). Récemment, une étude a démontré la production d’un effecteur protéique par 

S. sclerotiorum (Lyu et al., 2016). Cette protéine aurait un rôle dans la manipulation du métabolisme 

de la cellule hôte et serait comparable aux effecteurs produits par les organismes biotrophes et 

hémibiotrophes. L’étude de Lyu et de ses collaborateurs suggère donc l’implication d’effecteurs 

protéiques dans l’infection par des organismes nécrotrophes polyphages. Le gène codant la protéine 

identifiée chez S. sclerotiorum est également présent chez B. cinerea, ce qui laisse supposer que des 

mécanismes similaires interviennent dans le pouvoir pathogène de l’agent de la pourriture grise. 

1.3.3.4. Les petits ARNs 

 Une nouvelle stratégie d’infection a récemment été mise en évidence chez B. cinerea. Weiberg 

et al. (2013) ont démontré pour la première fois que le champignon produisait des petits ARNs 

impliqués dans la manipulation des défenses de la plante hôte (Fig. 5). Ces petits ARNs sont produits 

au sein du champignon (par les protéines DICER) et sont par la suite exportés par des mécanismes 

inconnus dans les cellules hôtes. Ils sont ensuite pris en charge par la protéine AGO2 faisant partie du 

complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex) et vont entrainer une dégradation des ARNm de 

gènes de défense. L’extinction subséquente de ces gènes entraine une susceptibilité accrue des plantes 

à l’infection par B. cinerea. Trois de ces petits ARNs ont été caractérisés dans le cadre de l’étude de 

Weiberg et de ses collaborateurs mais il est plus que probable que de nombreux autres petits ARNs 

soient impliqués dans le silencing d’autres gènes chez les plantes hôtes. Cette étude pionnière a ouvert 

la voie vers le domaine fascinant de l’implication des petits ARNs dans les interactions hôtes/parasites 

(Weiberg et al., 2014; Wang et al., 2015). 
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Fig. 5. Implication des petits ARNs de B. cinerea dans la manipulation des défenses de l’hôte. 

Les petits ARNs produits à partir des éléments transposables chez B. cinerea sont transloqués dans les 
cellules végétales où ils utilisent la machinerie de RNAi pour dégrader les ARNm de gènes impliqués 
dans les mécanismes de défense au champignon. L’extinction de ces gènes permet une infection plus 
importante. D’après (Baulcombe, 2013). 
 

1.3.3.5. Les métabolites secondaires 

 Les métabolites secondaires sont des molécules, souvent de faible poids moléculaire, qui par 

définition ne sont pas nécessaires à la croissance du champignon. En revanche, ces métabolites 

peuvent conférer un avantage pour les souches productrices notamment dans le cadre de l’infection de 

l’hôte (Hoffmeister et Keller, 2007). Ainsi, certains métabolites secondaires sont phytotoxiques et sont 

donc impliqués dans les stratégies d’infection des champignons nécrotrophes et hémibiotrophes. Les 

organismes biotrophes sont souvent incapables de produire des métabolites secondaires toxiques. 

 Chez B. cinerea, 43 enzymes clés ont été prédites à partir des données génomiques disponibles 

(Viaud et al., 2016 ; Cf. partie 4) permettant putativement la production d’une quarantaine de 

métabolites. Parmi eux, deux phytotoxines ayant un rôle redondant dans l’induction de la mort 

cellulaire végétale ont déjà été identifiées : le botrydial et l’acide botcinique (Dalmais et al., 2011; 

Rossi et al., 2011). Ces métabolites secondaires et leur régulation sont les sujets d’étude de ce 

manuscrit. Par conséquent, les parties suivantes les introduisent de façon plus détaillée. 
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2. Le métabolisme secondaire 

 Le métabolisme constitue l’ensemble des réactions enzymatiques qui ont lieu au sein d’un 

organisme. On y distingue le catabolisme, qui représente les réactions de dégradation avec libération 

d’énergie, de l’anabolisme qui regroupe les réactions de synthèse moléculaire avec consommation 

d’énergie.  Le métabolisme dit primaire correspond aux réactions et aux métabolites qui sont 

indispensables au fonctionnement cellulaire et donc à la croissance et au développement de 

l’organisme producteur. On y retrouve notamment les glucides, les lipides ou encore les acides 

nucléiques qui sont conservés parmi les êtres vivants. A l’inverse, le métabolisme secondaire implique 

les réactions et les métabolites qui ne sont pas nécessaires à la croissance d’un organisme. Un 

métabolite secondaire, aussi parfois appelé produit naturel, peut être produit par un nombre restreint 

d’espèces au sein d’un genre, d’un ordre ou d’un phylum et dans certains cas seules certaines souches 

d’une même espèce possèdent la capacité de produire une molécule. D’autres métabolites sont plus 

largement distribués.  

 Les métabolites secondaires sont principalement produits par les plantes, les bactéries 

(particulièrement les Actinomycètes) et les champignons filamenteux. A l’inverse, les levures, les 

protozoaires et les animaux ne produisent des métabolites secondaires que dans de rares cas. Plusieurs 

rôles ont été attribués à ce type de molécules comme la communication, les mécanismes de défense 

vis-à-vis de prédateurs ou encore de protection contre les UV.  La définition du métabolisme 

secondaire présentée ci-dessus rencontre néanmoins des limites. Effectivement, l’identification de 

nouveaux métabolites ainsi que de leur rôle rend les frontières avec le métabolisme primaire parfois 

floues. Par exemple, chez les plantes, certains flavonoïdes se sont avérés impliqués dans la régulation 

du transport d’auxine qui est une phytohormone responsable de la croissance végétale. Un autre 

exemple implique les caroténoïdes dont certains font partie du processus végétal primordial qu’est la 

photosynthèse. Enfin, la lignine qui est considérée comme un métabolite secondaire, est un composé 

très fréquemment retrouvé chez les plantes et qui est clairement impliqué dans leur croissance et leur 

développement.  
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 D’après la base de données "Dictionary of Natural Products" 170 000 produits naturels 

seraient identifiés. Cependant, il est parfois difficile de classer ces molécules et plusieurs méthodes ont 

été mises en avant. Il est ainsi possible de regrouper des métabolites en fonction de leur nature 

biochimique, leurs propriétés et leurs effets biologiques ou encore en fonction de leur origine 

biosynthétique.  

 Dans la suite de cette partie, je vais principalement me focaliser sur le métabolisme secondaire 

chez les champignons filamenteux. 

2.1. Les différents types de métabolites secondaires fongiques 

 Comme il l’a été présenté précédemment, le règne fongique est estimé entre 1,5 et 5,1 millions 

d’espèces dont seules 100 000 ont été décrites (Hawksworth, 2001; Kirk et al., 2008; Blackwell, 

2011). Sachant que ces organismes produisent en moyenne plusieurs dizaines de métabolites, il est 

probable que la quantité de métabolites non-identifiés s’élève à plusieurs centaines de milliers. 

 La biosynthèse des métabolites secondaires fongiques fait intervenir des enzymes spécifiques 

qui permettent la formation de la structure core (de base, fondamentale) du métabolite à partir d’un 

précurseur du métabolisme primaire. Ces enzymes sont dites « clé » car elles sont les premières à 

intervenir dans la production des métabolites secondaires. On distingue chez les champignons quatre 

grands types de métabolites secondaires résultant de leur action. Ces derniers sont détaillés ci-dessous. 

 Les polycétides (PK) 2.1.1.

 Les polycétides sont produits via les polyketide synthases (PKS). Plusieurs types de PKS 

existent : 

- les PKS de type I sont de grosses enzymes multifonctionnelles composées de plusieurs domaines. 

Parmi elles, on retrouve des PKS modulaires (chaque module n’intervient qu’une fois dans la 

biosynthèse du métabolite) et des PKS itératives (qui ne contiennent qu’un module au sein duquel les 

domaines interviennent plusieurs fois de façon cyclique dans le processus). Chez les champignons, les 

PKS sont itératives. Parmi elles, on distingue les PKS non réductrices, les PKS partiellement 
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réductrices et les PKS hautement réductrices en fonction de l’intervention de différents domaines (Fig. 

6). 

- les PKS de type II sont en fait un regroupement en complexe de plusieurs enzymes qui sont 

monofonctionnelles et qui assurent donc chacune une réaction. 

- les PKS de type III sont des PKS qui n’utilisent pas de domaine ACP. 

 Les métabolites secondaires fongiques résultent essentiellement de l’action des PKS de type I 

itératives. Ces enzymes ressemblent aux synthases impliquées dans la synthèse d’acides gras et 

contiennent des domaines identiques à ces dernières. La différence majeure entre la biosynthèse des 

acides gras et des polycétides repose sur la réduction complète du β-cétoester obligatoire dans le 

premier cas alors que cette étape n’est qu’optionnelle pour les polycétides.  

 Le mode d’action des PKS à fonctionnement itératif est quasi entièrement connu chez les 

champignons. Trois domaines sont essentiels à l’action des PKS fongiques et représentent 

l’équipement de base pour la synthèse de polycétides. Il s’agit des domaines acyltransférase (AT), 

protéine porteuse d’acyle (ACP) et cétosynthase (KS). A l’inverse, l’intervention des domaines 

cétoréductase (KR), déshydratase (DH) et énoyle réductase (ER) est optionnelle. La Fig. 6 présente le 

principe de fonctionnement des PKS itératives fongiques.  
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Fig. 6. Schéma du fonctionnement des PKS itératives fongiques. 

Dans un premier temps, une amorce de type courte chaîne carboxylique (acetyl CoA ou malonyl CoA) 
est chargée par le domaine SAT sur le domaine ACP (grâce une liaison thioester au niveau du 
groupement thiol (-SH) du bras prosthétique 4’-phosphopantetheine de l’ACP). Cette même amorce 
est ensuite transférée par trans-acylation au domaine KS (au niveau du groupement thiol d’un résidu 
de cystéine). Une unité d’élongation (typiquement du malonyl CoA) est ensuite chargée à son tour sur 
l’ACP par l’AT. Une réaction dite de Claisen se produit alors. Cette réaction correspond à la 
décarboxylation de l’unité d’extension qui libère de l’énergie pour entrainer la condensation de 
l’amorce sur l’unité d’élongation. Le domaine KS se trouve libéré tandis qu’au domaine ACP se 
trouve le polycétide en cours de biosynthèse (il s’agit alors d’un β-cétoester). Ce dernier est de la 
même façon que lors du premier cycle transféré sur le domaine KS et un nouveau cycle peut 
commencer avec le chargement d’une nouvelle unité d’extension. En fonction des domaines présents 
au sein de l’enzyme (et donc de sa nature par exemple partiellement réductrice), la chaîne 
polycétidique en cours de formation peut subir différents niveaux de réduction via l’action des 
domaines cétoréductase (KR ; qui réduit le groupement β-céto en hydroxyle), déshydratase (DH ; qui 
réduit les groupements hydroxyles en groupement énoyle) et énoyle réductase (ER ; qui réduit les 
groupements énoyle en groupements alkyles). Les PKS hautement réductrices peuvent aussi contenir 
des domaines qui ajoutent des groupements méthyle (domaine méthyltransférase ; MT) ou acétyle 
(acétyltransférase ; CacT). Lorsque le polycétide est synthétisé entièrement après un nombre défini de 
cycles (fonctionnement par itération des domaines), le polycétide est transféré du domaine ACP au 
domaine thioestérase (TE) qui va catalyser l’hydrolyse de la liaison reliant le polycétide à l’enzyme et 
donc le relâcher. Dans certains cas, une réaction de cyclisation a lieu (grâce au domaine cyclase de 
type Claisen (CLC) pour donner naissance à un métabolite aromatique. Récemment, l’existence d’un 
domaine « product template » (PT), fréquemment retrouvé chez les PKSi non-réductrices, a été mis en 
évidence. Il interviendrait dans le repliement et la cyclisation des poly-β-cétoester (Crawford et al., 
2009).  
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 Le nombre de cycles, la nature de l’amorce et des unités d’extension ainsi que l’intervention 

des différents domaines optionnels sont à l’origine de l’impressionnante diversité des polycétides 

fongiques. Ils peuvent être linéaires, aromatiques, courts, longs, ramifiés ou encore plus ou moins 

réduits. Les mécanismes qui dictent le nombre de cycles chez les PKS fongiques demeurent inconnus. 

On ne peut donc pas faire de prédictions contrairement aux PKS modulaires de type I que l’on 

retrouve chez les bactéries.  

 Les peptides non-ribosomiques (NRP) 2.1.2.

 Les peptides non-ribosomiques sont des peptides synthétisés grâce à l’action d’enzymes 

géantes (appelées synthétases de peptides non ribosomiques, soit NRPS pour Non Ribosomal Peptide 

Synthetase) sans intervention des ribosomes et via l’utilisation d’ATP. Ces NRPS sont souvent multi-

modulaires. Chacun des modules comporte plusieurs domaines qui vont assurer des activités 

enzymatiques différentes. Les NRPS vont ainsi permettre l’assemblage progressif d’acides aminés 

dans le but de produire le peptide final. Comme pour les PKS, des domaines de base doivent être 

présents pour assurer la production du métabolite. Ainsi, un module de NRPS est composé au 

minimum des domaines d’adénylation (A), de thiolation (T) (aussi appelé protéine porteuse de 

peptidyle (PCP)) et de condensation (C) (Mootz 2002, Schwarzer et Marahiel 2001). Le 

fonctionnement d’une NRPS trimodulaire de Penicillium chrysogenum (ACV synthétase impliquée 

dans la production de pénicilline et de céphalosporine) est présenté en Fig. 7. 
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Fig. 7. Fonctionnement de la NRPS trimodulaire ACV synthétase. 
La NRPS ACV (δ -( L - α -aminoadipyl)  L -cysteinyl- D –valine) catalyse la première étape de la voie 
de biosynthèse de la pénicilline et de la céphalosporine. Chaque acide aminé est reconnu et activé par 
le domaine d’adénylation (A) correspondant et attaché en tant que thioester au niveau du 4’-
phosphopanthenine (4’PP) du domaine de transport du peptidyl (P). Ce groupement 4’PP résulte d’une 
modification post-traductionnelle ajoutée sur une sérine dans une région très conservée du domaine T 
(Balibar 2005, Stack 2007). Les liaisons peptidiques sont formées grâce au domaine de condensation 
(C). Le tripeptide final est attaché au domaine P du dernier module (Cter) est libéré par le domaine 
thioestérase (TE). Durant cette étape, la L-valine est isomérisée en D-valine. Le tripeptide est par la 
suite cyclisé en isopénicilline N. Illustration tirée de Keller et al. (2005). 

 

 Comme c’est le cas pour les PKS, des domaines optionnels peuvent être présents au sein des 

modules des NRPS. Ils permettent des modifications de l’acide aminé activé comme la méthylation 

(par le domaine méthyltransférase ; M) ou l’épimérisation (par un domaine épimérase ; E). De plus, la 

plupart des NRPS fongiques ne possèdent pas de domaine TE mais un domaine de réduction (R) qui 

réduit la liaison thioester pour former un aldéhyde ou un alcool (Sims et Schmidt 2008). Enfin d’autres 

constituants inhabituels peuvent être ajoutés lors de la synthèse du métabolite (Schwarzer 2003). Il 

pourrait être admis que le nombre de modules détermine la taille du peptide produit. Néanmoins, il y a 

des évidences qui semblent indiquer que certains domaines au sein de modules pourraient être utilisés 

de façon itérative (Glinski 2002, Mootz 2002). Ainsi, la diversité là encore très riche des NRP 

fongiques provient notamment des acides aminés qui les composent  A l’inverse des ribosomes qui 

n’utilisent qu’une vingtaine d’acides aminés pour la production de protéines, les NRPS peuvent 

utiliser des acides aminés dits non protéinogènes. On en compte au moins 140 connus pour être 

ajoutés aux protéines classiques lors de modifications post-traductionnelles.  L’utilisation de ce type 
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d’acides aminés augmente considérablement le nombre de métabolites pouvant être synthétisés par ce 

processus. De plus, la diversité des NRPS provient aussi du fait que les acides aminés puissent subir 

différentes modifications (méthylation), qu’ils soient plus ou moins réduits ou que le produit final soit 

linéaire ou cyclique. 

 Les terpènes 2.1.3.

 Les terpènes sont composés de plusieurs unités isoprènes (C5H8). Les différents types de 

terpènes produits par les champignons sont présentés en Fig. 8. Les terpènes sont des métabolites qui 

peuvent être linéaires ou cycliques, saturés ou non saturés ou être modifiés de différentes façons. Les 

terpènes synthases sont les enzymes clés impliquées dans la production des terpènes. Elles sont 

fréquemment appelées  terpènes cyclases car elles mènent à l’obtention de composés 

cycliques/aromatiques dans la plupart des cas (Davis et Croteau, 2000). Elles catalysent des réactions 

complexes pour former des molécules qui comportent généralement un ou plusieurs cycles (il existe 

cependant des terpènes linéaires). En fonction du produit auquel elles aboutissent, ces enzymes sont 

par exemple nommées sesquiterpènes cyclases, diterpènes cyclases ou autres. Elles ne possèdent pas 

de domaines très conservés en dehors des sites de liaison au magnésium. Ceci les rend difficiles à 

prédire à partir des données génomiques (Khaldi et al., 2010). 
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 Fig. 8. Voies de biosynthèse des terpènes fongiques. 

Les terpènes fongiques sont produits à partir de la condensation du précurseur isopentényl-
pyrophosphate (IPP) avec son isomère diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP). Des enzymes 
nommées prényltransférases sont responsables de la condensation d’IPP et de DMAPP pour former 
des prényl-pyrophosphates comme le géranyl-pyrophosphate (GPP), le farnésyl-pyrophosphate (FPP) 
ou encore le géranylgéranyl-pyrophosphate (GGPP). Ce sont à partir de ces prényl-pyrophosphates 
que les terpènes synthases synthétisent les terpènes. Les deux précurseurs (DMAPP et IPP)  sont 
composés de 5 atomes de carbone (C5), les terpènes possèdent donc généralement un nombre 
d’atomes de carbone qui est un multiple de 5. Les monoterpènes (C10) sont ainsi synthétisés à partir 
de GPP (qui provient de la condensation d’un isopentényl-pyrophosphate et d’un  diméthylallyl-
pyrophosphate). Les sesquiterpènes (C15) proviennent du FPP et les diterpènes (C20) du GGPP 
(Davis et Croteau, 2000). Le FPP et le GGPP peuvent également être assemblés pour donner naissance 
à des terpènes encore plus importants comme les tri- et tétraterpènes (C30 et C40 respectivement). Les 
terpènes synthases sont fréquemment appelées  terpènes cyclases car elles mènent à l’obtention de 
composés cycliques/aromatiques dans la plupart des cas. Elles catalysent des réactions complexes pour 
former des molécules qui comportent généralement un ou plusieurs cycles (il existe cependant des 
terpènes linéaires). Une oxydation du terpène mène à un métabolite que l’on appelle alors terpénoïde 
ou isoprénoïde. 
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 Les alcaloïdes 2.1.4.

 Les alcaloïdes sont définis par la présence d’un ou plusieurs atomes d’azote se trouvant dans 

un ou plusieurs cycles (on parle alors d’hétérocycles puisqu’il y a la présence d’atomes d’au moins 

deux éléments différents, soit C et N). Ces atomes proviennent généralement d’acides aminés. A 

l’inverse des PK ou des NRP, les alcaloïdes ne sont pas produits grâce à un seul et même type 

d’enzymes. Chez les champignons, on retrouve des diméthylallyl tryptophan transférase (DMATS) qui 

sont capables d’intégrer un acide aminé tryptophane au DMAPP. Ce type d’enzyme est notamment 

impliqué dans la production de l’ergotamine (Fig. 9) produite par Claviceps purpurea (Tudzynski et 

al., 1999).  

 

Fig. 9. Représentation de la structure chimique de l’ergotamine de Claviceps purpurea. 
L’image a été extraite de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 

 Les composés hybrides 2.1.5.

 Certains composés produits par les champignons ne peuvent pas être classés dans les 

catégories abordées ci-dessus. En effet, certains métabolites fongiques sont des hybrides entre 

plusieurs types de molécules. Par exemple, on retrouve au sein des génomes fongiques des gènes 

codant des enzymes comportant à la fois les domaines minimum requis pour la synthèse des PK et des 

NRP. Ces enzymes sont appelées PKS-NRPS (Fig. 10) et produisent des molécules provenant non 

seulement de la condensation d’unités comme le malonyl-CoA mais contenant également un ou 
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plusieurs acides aminés. Une des caractéristiques des PKS-NRPS fongiques repose sur le fait qu’aucun 

domaine ER intact n’est présent dans la PKS. Ce domaine peut ne pas être nécessaire à la formation du 

métabolite ou intervenir en trans grâce à une autre protéine codée par un autre gène. Chez les 

champignons, plusieurs PKS-NRPS ont été caractérisées mais peu de métabolites résultant de leur 

action ont pour le moment été isolés (Boettger et Hertweck, 2013; Fisch, 2013). 

 

Fig. 10. Schéma de l’organisation des domaines des PKS-NRPS fongiques et de la production des 

hybrides résultant de leur action. 
Les domaines du module PKS sont représentés en gris clair et les domaines du module NRPS en gris 
foncé. Ici, le domaine ER est présent et agit en trans. D’après Boettger et Hertweck (2013). 
 

2.2. Utilisation et importance des métabolites secondaires fongiques pour l’Homme 

 C’est en 1928 que l’intérêt pour les métabolites secondaires a réellement pris toute son 

importance suite à la découverte d’un antibiotique qui a changé le cours de l’Histoire : la pénicilline. 

Durant cette année, Alexander Fleming découvre, ou plutôt redécouvre 31 ans après Ernest Duchesne 

(un médecin Français),  l’effet antibactérien d’une culture de Penicillium notatum qu’il appelle alors 

pénicilline. Il publie ces travaux en 1929 (Fleming, 1929). Ce n’est que dans les années 1940 à 

l’Université d’Oxford qu’Howard Florey, Ernst Chain et Norman Heatley réussissent à isoler la 

molécule (la 2-pentenylpeniciilin = penicillin I) et à en faire une substance stable et utilisable. La 

production de pénicilline en grande quantité a permis de sauver d’innombrables vies, notamment 

pendant la seconde guerre mondiale et en particulier au cours du débarquement. Fleming, Florey et 

Chain ont reçu pour leurs travaux le prix Nobel de Médecine en 1945. Néanmoins, une autre souche 
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de Penicillium (P. chrysogenum) produisant une molécule un peu différente de celle identifiée 

précédemment (benzylpenicillin = penicillin II) mais en plus grande quantité lors de fermentation en 

milieu liquide fut utilisée pour la production industrielle d’antibiotique. Devant le constat de l’action 

et de l’utilité de la pénicilline, la recherche et la production industrielle d’antibiotiques sont devenues 

des priorités pour les compagnies pharmaceutiques. De nos jours, cette recherche continue dans le but 

de trouver de nouvelles molécules présentant différents modes d’action sur les bactéries en raison du 

nombre important de phénomènes de résistance (Bbosa et al., 2014; Nathan et Cars, 2014). D’autres 

effets d’intérêt pour l’Homme ont été mis en évidence parmi les métabolites secondaires. Par exemple, 

la lovastatine (PK) produite par Aspergillus terreus est utilisée dans le cadre de la lutte contre le 

cholestérol (Manzoni et Rollini, 2002). Un autre métabolite, un NRP nommé cyclosporine, s’est avéré 

avoir un rôle immunosuppresseur et est couramment utilisé dans le cadre de transplantations (greffes) 

afin de limiter les phénomènes de rejet (Borel, 2002). Cette molécule a été isolée à partir du 

champignon Ascomycète Tolypocladium inflatum. D’autres métabolites fongiques sont également 

utilisés pour la lutte contre certains cancers ou la maladie d’Alzheimer (Demain et Martens, 2016). 

Cependant, en parallèle de la découverte de ces actions bénéfiques pour l’Homme, l’étude à haut débit 

des métabolites secondaires a permis de mettre en évidence l’action néfaste de certaines molécules. 

Notamment, il a été mis en évidence que diverses toxines produites par les champignons pouvaient 

avoir une action toxique pour les plantes, les animaux ou les Hommes. Les plus connues de ces 

toxines sont les aflatoxines et les trichothécènes. 

2.3. Rôle des métabolites secondaires fongiques 

 Chez les champignons, les métabolites secondaires ne sont pas produits constitutivement. Leur 

synthèse peut être liée à certaines phases spécifiques de la différenciation morphologique (Calvo et al., 

2002) ou en réponse à des stimuli de l’environnement (Brakhage, 2012). Leur rôle est souvent 

hypothétique ou difficile à démontrer. Il est généralement proposé que leur production procure un 

avantage évolutif à l’organisme producteur et qu’ils pourraient notamment intervenir dans la survie 

des champignons dans les différents environnements hostiles dans lesquels ils évoluent (Fox et 

Howlett, 2008). Différents rôles des métabolites secondaires fongiques sont présentés ci-dessous. 
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 Pouvoir anti-appétant 2.3.1.

 Dans leur environnement, les champignons sont fréquemment amenés à rencontrer des 

organismes fongivores comme des amibes, des nématodes ou divers insectes. Plusieurs études tendent 

à prouver que certains métabolites secondaires pourraient avoir un rôle anti-appétant vis-à-vis de ces 

prédateurs. Une étude de Rohlfs et al. (2007) montre qu’un mutant d’Aspergillus nidulans délété dans 

un gène codant un régulateur global du métabolisme secondaire fongique (LaeA, Cf. partie 4) est 

préférentiellement consommé par rapport à la souche sauvage par l’arthropode Folsomia candida. Les 

auteurs suggèrent que ce constat est directement lié au fait que la production de métabolites 

secondaires est perturbée chez le mutant. Un autre exemple démontre l’implication d’un métabolite 

secondaire dans la résistance vis-à-vis d’un prédateur mais cette fois dans le cas d’une symbiose. 

Epichloë festucae est un agent mutualiste endophyte dont l’un des hôtes est le ray-grass (Lolium 

perrenne). Cet agent fongique est capable de produire un métabolite dénommé péramine qui a été 

démontré par Tanaka et al. (2005) comme ayant un rôle dissuasif vis-à-vis des insectes. Ainsi, un 

mutant ∆perA, délété dans le gène codant une NRPS impliquée dans la biosynthèse de péramine, ne 

produit plus le métabolite. Les plantes inoculées avec le ∆perA sont significativement plus 

consommées par le charançon Listronotus bonariensis que celles inoculées avec la souche sauvage 

d’E. festcae. L’interaction avec E. festucae confère donc un avantage au ray-grass qui est moins 

attaqué par un ravageur grâce à la production de péramine par le champignon.  

 Activité anti-microbienne 2.3.2.

 Dans les différents milieux dans lesquels ils vivent, les champignons sont confrontés à de 

nombreux organismes compétiteurs comme des bactéries ou d’autres champignons. De nombreuses 

études suggèrent que la production de certains métabolites a pour rôle l’inhibition de la croissance de 

ces compétiteurs. La plus connue de ces molécules est probablement la pénicilline qui a été abordée 

précédemment et qui a été démontrée comme étant produite par plusieurs espèces fongiques 

(notamment Penicillium notatum et Aspergillus nidulans). De façon intéressante, la reconnaissance 

d’une bactérie spécifique par un champignon peut conduire à l’induction de l’expression de certains 

gènes du métabolisme secondaire tandis qu’un contact avec d’autres bactéries maintiendra ces mêmes 
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gènes éteints. Cette observation suggère une reconnaissance spécifique par le champignon. Ainsi, 

Schroeckh et al. (2009) ont mené une étude transcriptomique pour suivre l’expression des gènes lors 

de la co-culture entre Aspergillus nidulans et pas moins de 58 espèces d’Actinomycètes. Ils ont ainsi 

pu mettre en évidence qu’au contact de Streptomyces hygroscopius (qui est la souche type de l’espèce 

Streptomyces rapamycinicus), plusieurs gènes du métabolisme secondaire sont induits chez le 

champignon ce qui permet la production d’acide orsellinique et de trois de ses dérivés. De façon 

surprenante, la production de ces métabolites n'est pas induite par les nombreux composés produits et 

excrétés par Streptomyces. Au contraire, pour que la stimulation ait lieu, il faut un contact physique 

intime entre les deux microorganismes (confirmé par microscopie électronique). Cette observation 

soulève des questions, notamment au niveau de la transduction du signal chez le champignon.  

 Certaines espèces de Trichoderma utilisées dans le cadre de la lutte biologique produisent des 

métabolites à l’activité antimicrobienne comme par exemple la viridine, la gliovirine ou encore la 

tricholine qui ont montré un effet sur la croissance de souches antagonistes (Vey et al., 2001). Dans 

certains cas, le degré de biocontrôle dépend directement de la production de ces métabolites. Un autre 

exemple de métabolite à activité antimicrobienne est la production d’acide phoménoïque par 

Leptosphaeria maculans qui a un effet inhibiteur sur Leptosphaeria biglobosa. Cette dernière est une 

espèce présente au niveau des feuilles de colza et qui se trouve donc dans la même niche écologique 

que L. maculans. Dans ce cas, le métabolite pourrait clairement jouer un rôle dans la compétition pour 

l’espace (Elliott et al., 2013). Finalement, une étude  a montré que les extraits issus de cultures de 

différents Aspergilli présentaient plus d’activité antifongique lorsque les souches productrices avaient 

été co-cultivées avec une autre souche d’Aspergillus (Losada et al., 2009). La compétition entraine 

donc la production d’un ou plusieurs composés à activité antifongique.  

 Perturbation du quorum sensing 2.3.3.

 Le quorum sensing est un système de communication bactérien qui permet la régulation de 

l’expression de certains gènes notamment de virulence en fonction du nombre d’individus au sein 

d’une population et qui s’effectue via la production de signaux moléculaires. Une étude menée par 

Rasmussen et al. (2005) montre que des espèces de Penicillium produisent des métabolites 
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(notamment la patuline et l’acide pénicillique) qui sont capables d’interférer avec le quorum sensing 

mis en place par des espèces de Pseudomonas. Ainsi, le traitement avec de la patuline de souris 

infectées au niveau pulmonaire par Pseudomonas aeruginosa a mené à une éradication de la bactérie.  

 Acquisition du fer 2.3.4.

 Dans les différents milieux dans lesquels ils évoluent et dans les différentes conditions 

auxquelles ils sont confrontés, les champignons doivent lutter pour leur survie et accomplir leur cycle 

de vie. Pour cela, la compétition pour le fer est un paramètre important. Cet élément qui est primordial 

pour le métabolisme fongique est un des plus abondants sur Terre mais n’est que peu biodisponible 

dans l’environnement aérobie (pas plus de 10-18 M d’après Neilands, 1995). En effet, dans ces 

conditions le fer est majoritairement sous forme oxydée et forme des colloïdes (particules agrégées) 

d’oxyhydroxyde de fer qui ont une faible solubilité et qui sont par conséquent bioindisponibles. Ainsi, 

pour assimiler et monopoliser le fer environnant, les champignons produisent des molécules (NRP) 

nommées sidérophores. Il s’agit de métabolites ayant une très forte affinité pour le fer (sous sa forme 

ferrique ; fe3+). L’acide harzianique produit par l’espèce Trichoderma harzianum qui est couramment 

utilisée dans le cadre de la lutte biologique a par exemple montré une forte affinité pour les ions fe3+ 

(Vinale et al., 2013). La sécrétion de sidérophores dans le milieu permet de solubiliser le fer 

environnant et de le chélater. Par des mécanismes d’acquisition spécifiques (Haas et al., 2008) les 

organismes producteurs peuvent assimiler le fer présent au niveau des sidérophores. C’est le cas 

d’Aspergillus fumigatus qui produit deux sidérophores extracellulaires capables de chélater le fer 

(Haas, 2014). Il s’agit de la fusarine C et de la triacétylfusarine C (TAFC). La production de ces deux 

molécules fait intervenir une NRPS nommée SidD. Une fois que les sidérophores sont liés au fer 

extracellulaire, le couple sidérophore-fer est importé vers la cellule grâce à des transporteurs nommés 

SIT (Siderophore-Iron Transporters).  

 Certains organismes possèdent également des systèmes d’acquisition originaux qui leur 

permettent d’acquérir et d’utiliser le fer chélaté exclusivement par des sidérophores produits par 

d’autres microorganismes. Par exemple, A. nidulans peut assimiler la férrirubine produite par 

Aspergillus ochraceus ainsi que les entérobactines produites par différentes Entérobactéries et 
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Streptomyces (Haas, 2003). Ces mécanismes pourraient ainsi avoir évolué dans le cadre de 

compétitions interspécifiques.  

 Les sidérophores peuvent aussi jouer un rôle de stockage du fer au sein des cellules fongiques 

(Matzanke et al., 1987). A. fumigatus produit deux sidérophores intracellulaires de ce type : (i) la 

ferricrocine qui est impliquée dans la distribution et le stockage du fer dans les hyphes et (ii) 

l’hydroxyferricrocine qui joue un rôle dans les conidies (Haas, 2014). 

 La lutte pour l’acquisition du fer environnant n’a pas uniquement lieu entre les champignons 

mais également avec les plantes. Ainsi, le pouvoir pathogène de certains agents repose sur la 

production de sidérophores. C’est par exemple le cas chez Cochliobolus heterostrophus. Une souche 

délétée dans le gène NPS6 codant une NRPS impliquée dans la production d’un sidérophore s’avère 

affectée au niveau de l’agressivité sur maïs (Oide et al., 2006). 

 Protection vis-à-vis de différents stress 2.3.5.

 Parmi les métabolites secondaires fongiques, on retrouve de nombreux pigments, facilement 

reconnaissables à leur couleur caractéristique. Le plus connu de ces métabolites est la mélanine qui est 

caractérisée par sa couleur brune à noire. Ce métabolite de poids moléculaire important résulte de la 

polymérisation oxydative de précurseurs phénoliques (Riley, 1997) et peut être synthétisé via deux 

voies distinctes chez les champignons. La première voie consiste en la polymérisation de composés 

phénoliques provenant de l’environnement ou de voies métaboliques. C’est par exemple le cas de la 

pyomélanine chez Aspergillus fumigatus qui est synthétisée à partir de composés issus de la voie de 

dégradation de la tyrosine (Schmaler-Ripcke et al., 2009). Ce type de mélanine est dénommé DOPA 

(dihydroxy phenylalanine) mélanine. L’autre voie possible pour la synthèse de mélanine implique la 

synthèse de novo du composé phénolique nommé 1,8-dihydroxynaphthalene (DHN) par une PKS. 

S’ensuivra une polymérisation qui mènera à la production de DHN-mélanine (Henson et al., 1999).  

La mélanine est présente dans différentes structures fongiques et notamment les structures de 

dissémination comme les conidies ou de résistance / protection comme les sclérotes. Il est 

généralement admis que la mélanine a un rôle de protection vis-à-vis des rayonnements UV, la 
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dessiccation ou encore les températures extrêmes en raison de sa forte résistance à la dégradation. 

Ainsi, les microsclérotes non-mélanisées de souches mutantes de Verticillium dalhiae sont plus 

sensibles aux rayonnements UV que les microsclérotes de la souche sauvage (Bell et al., 1976). De 

même, chez Alternaria alternata, la mélanine est impliquée dans la résistance des conidies aux UV 

(Kawamura et al., 1999). Un autre rôle de la mélanine a été mis en évidence, notamment chez M. 

oryzae et des espèces du genre Colletotrichum. Pour pénétrer la paroi végétale, ces champignons 

produisent des appressoria. Ces cellules se différencient et de la mélanine s’accumule au niveau des 

parois excepté dans la zone de contact avec l’hôte. Ce dépôt permet de résister à la pression de 

turgescence énorme engendrée (entre 5 et 8 MPa) par l’accumulation de glycérol (environ 3 M) qui 

attire l’eau par osmose (de Jong et al., 1997). Ces structures permettent donc aux champignons de 

pénétrer mécaniquement la paroi de leur hôte sans que des enzymes lytiques n’interviennent. Ainsi, 

des souches mutantes de M. oryzae ou de Colletotrichum spp. déficientes dans la production de 

mélanine perdent la capacité de pénétrer leurs hôtes (Henson et al., 1999). La mélanine est aussi 

nécessaire au pouvoir pathogène d’A. fumigatus lors de l’infection de souris (Heinekamp et al., 2013). 

La mélanine contient aussi des radicaux libres stables qui lui permettent de jouer un rôle protecteur 

vis-à-vis des ROS. C’est le cas chez A. fumigatus chez qui la pyomélanine est impliquée dans la 

résistance aux ROS (Schmaler-Ripcke et al., 2009). 

 Pouvoir pathogène et infection 2.3.6.

 Dans de nombreux cas, la production de métabolites secondaires a été démontrée comme 

ayant un rôle dans le pouvoir pathogène fongique. Ainsi, la production de toxines qu’elles soient hôte-

spécifiques ou non hôte-spécifiques permet au champignon d’induire des symptômes.  

2.3.6.1. Les toxines hôte-spécifiques 

 Les toxines hôte-spécifiques (HSTs) sont considérées comme des effecteurs produits par des 

agents pathogènes qui induisent la maladie uniquement sur quelques cultivars de certaines espèces qui 

possèdent un gène de susceptibilité. Ce type d’interaction peut alors être considéré comme l’inverse du 

modèle gène pour gène de Flor (1942). Pour que l’interaction soit dite compatible et que la maladie 

soit provoquée, il faut à la fois que le champignon possède le gène permettant la synthèse de la HST et 
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que la plante exprime un gène de susceptibilité. Le pouvoir pathogène de ces champignons repose 

parfois sur la seule capacité à produire ce genre de métabolites. Les HSTs miment souvent l’effet 

d’une attaque par le champignon producteur et peuvent être actives à des concentrations comprises 

entre 10 pM et 1 µM (Walton, 1996). Par exemple, Cochliobolus carbonum produit la HC-toxine 

essentielle pour l’infection de cultivars de maïs qui possèdent le gène de susceptibilité Hm (Brosch et 

al., 1995). Ce gène code une HC-toxine réductase et lorsque les cultivars de maïs sont homozygotes 

récessifs à ce locus la maladie a lieu (Meeley et Walton, 1991). Dans ce cas, il a été montré que la HC-

toxine va interférer avec l’acétylation réversible des histones qui est impliquée dans des processus 

cellulaires importants comme le cycle cellulaire ou l’expression de gènes (Brosch et al., 1995).  

 Un autre exemple très connu de HST est la T-toxine produite par Cochliobolus heterostrophus 

qui attaque le maïs. Ce métabolite cible la protéine mitochondriale nommée URF13. Cette interaction 

mène à un changement de conformation de la protéine et crée un pore dans la membrane de l’organite. 

Ce phénomène entraine une altération de la phosphorylation oxydative et de la respiration ainsi qu’une 

fuite de nutriments et de calcium (Turgeon et Baker, 2007).  

 La totalité des HSTs mises en évidence à ce jour sont produites par des champignons 

appartenant à un groupe taxonomique restreint (ordre des Pleosporales de la classe des 

Dothideomycetes). On y retrouve par exemple des espèces de Cochliobolus, d’Alternaria et de 

Pyrenophora. Friesen et al. (2008) suggèrant que ces agents pathogènes doivent avoir une propension 

conservée pour acquérir les gènes permettant la synthèse de HSTs par transfert horizontal.  

2.3.6.2. Les toxines non hôte-spécifiques 

 A l’inverse des HSTs, certains champignons pathogènes produisent des toxines non hôte-

spécifiques (NHSTs) qui ont un rôle seulement partiel dans leur pouvoir pathogène. Elles sont souvent 

dispensables mais sont présumées conférer un avantage sélectif au champignon (Howlett, 2006). 

Plusieurs de ces toxines ont été démontrées comme induisant la mort cellulaire programmée chez 

l’hôte. C’est par exemple le cas de la fumonisine B produites par des espèces du genre Fusarium. 

Cette toxine entraine une diminution de la présence d’ATP dans le milieu extracellulaire et mène à 
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l’observation d’une mort cellulaire programmée chez Arabidopsis thaliana (Chivasa et al., 2005). 

L’ajout exogène d’ATP supprime l’effet de la toxine, ce qui confirme que la mort cellulaire entrainée 

par certaines NHSTs peut être due à une diminution de la concentration en ATP dans le milieu 

extracellulaire.  

 Une autre NHST est la sirodesmine PL produite par L. maculans (Elliott et al., 2007). Une 

souche mutante déficiente dans la production de cette toxine engendre des nécroses similaires à celles 

de la souche sauvage sur colza. En revanche, le mutant s’avère deux fois moins agressif au niveau des 

tiges, ce qui semble suggérer que ce métabolite pourrait être impliqué dans les phases tardives de 

l’infection (nécrose du collet) et pas dans les phases précoces (infection des cotylédons) (Howlett, 

2006).  

 Le pouvoir pathogène de B. cinerea repose en partie sur la production de deux NHSTs qui sont 

le botrydial et l’acide botcinique (Dalmais et al., 2011). Ces deux métabolites ainsi que leurs dérivés 

respectifs sont au cœur du sujet de ce manuscrit et seront donc plus largement présentés plus loin dans 

ce document. 

2.4. Agencement en clusters des gènes du métabolisme secondaire 

 Durant l’ère pré-génomique, l’étude des métabolites secondaires était largement dominée par 

les sociétés industrielles qui possédaient des méthodes de criblage à haut débit pour identifier et 

commercialiser des substances bioactives (Keller et al., 2005). De façon générale, seule la structure 

moléculaire de ces substances était étudiée et l’optimisation des conditions de culture était le seul 

levier pour moduler la production des métabolites secondaires. Néanmoins, quelques voies de 

biosynthèse de métabolites secondaires ont fait l’objet d’études grâce notamment à l’utilisation de 

mutants déficients dans la production de ces métabolites et de marqueurs isotopiques. Entre la 

découverte des opérons dans les années 1960 et jusqu’aux années 1990, il était admis que les gènes 

qui, chez les eucaryotes, étaient impliqués dans un même processus biologique n’étaient pas liés au 

sein du génome. Ce n’est qu’avec le développement croissant des techniques et du nombre de clonages 

de gènes eucaryotiques qu’un dogme a été établi : les gènes impliqués dans la voie de biosynthèse 
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d’un métabolite secondaire sont dans la plupart des cas agencés en « clusters » au sein du génome 

(Keller et Hohn, 1997). Cette caractéristique est particulièrement intéressante dans le cadre de 

l’exploitation des génomes (genome mining) et est notamment utilisée par les outils de prédiction des 

clusters comme SMURF (Khaldi et al., 2010) ou antiSMASH (Weber et al., 2015). Il a été spéculé que 

le regroupement physique de ces gènes du métabolisme secondaire pourrait avoir eu lieu durant 

l’évolution en raison du fait que cette organisation pourrait conférer un avantage écologique sélectif 

(Martin et Liras, 1989). Deux grandes hypothèses ont été émises pour expliquer cet agencement 

conservé : (i) il permet une régulation commune des gènes par des phénomènes chromatiniens et (ii) 

cela aurait un intérêt évolutif dans le cadre de transferts horizontaux qui permettent l’acquisition 

simultanée des gènes permettant la production d’un métabolite (Keller et al., 2005). 

 L’étude de nombreuses voies de biosynthèse a permis de mettre en évidence que les clusters 

du métabolisme secondaire fongique sont généralement constitués de gènes codant une ou plusieurs 

enzymes clé (les PKS ou les NRPS par exemple). Ces enzymes sont responsables de l’entrée dans la 

voie de biosynthèse des métabolites secondaires à partir d’un précurseur du métabolisme primaire 

comme le tryptophane. Des enzymes de modification sont également produites par des gènes des 

clusters du métabolisme secondaire. Ces enzymes sont impliquées dans la modification de la molécule 

core produite par les enzymes clés. Il peut par exemple s’agir de mono-oxygénases, de 

déhydrogénases ou encore de thioestérases. Dans certains clusters du métabolisme secondaire (60 % 

d’après Brakhage, 2012), un facteur de transcription (FT) est produit à partir d’un des gènes du cluster. 

Dans ce cas, le FT régule spécifiquement les gènes du cluster. Certains clusters contiennent plusieurs 

régulateurs qu’ils soient des FTs ou des régulateurs de type NmrA-like (Cf. Chapitre I; Wiemann et 

al., 2009; Studt et al., 2016). Des gènes impliqués dans la détoxification vis-à-vis d’un métabolite 

toxique peuvent aussi se trouver dans les clusters. Finalement, un transporteur impliqué dans 

l’excrétion des métabolites générés à partir du cluster est parfois produit par un des gènes. La Fig. 11 

présente le cluster chez Fusarium fujikuroi permettant la production de bikavérine (Wiemann et al., 

2009). 
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Fig. 11. Présentation du cluster de la bikavérine chez Fusarium fujikuroi. 
Le cluster présenté possède plusieurs éléments typiques des clusters du métabolisme secondaire 
fongique, c’est-à-dire des gènes codant une enzyme clé de type PKS (bik1), des enzymes de 
modification (bik2 et bik3), un FT de type Zn(II)2Cys6 (bik5) ainsi qu’un transporteur MFS (bik6). De 
plus, ce cluster possède un gène (bik4) codant un régulateur de type NmrA-like (assez rarement 
retrouvé dans les clusters du métabolisme secondaire fongique)  dont le mode d’action n’a jusqu’ici 
pas été expliqué. 

3. La régulation du métabolisme secondaire fongique 

 Les champignons sont des organismes qui ne sont pas à proprement parler capables de se 

mouvoir et sont donc contraints de subir leur environnement. Afin de répondre de façon appropriée 

aux différents changements environnementaux, des mécanismes de régulation très fins ont été 

sélectionnés au cours de l’évolution. La régulation de l’expression génique est notamment influencée 

par des signaux environnementaux perçus par les champignons au niveau de récepteurs. Ces signaux 

sont ensuite transduits en signaux intracellulaires impliquant des évènements de phosphorylation ou 

des systèmes avec messagers secondaires et résultent finalement en l’activation/l’inactivation de 

facteurs de transcriptions (FTs). La modulation de l’expression génique qui en résulte permet la 

réponse rapide appropriée aux stimuli. Certaines voies de transduction des signaux sont conservées 

parmi les levures, les champignons filamenteux, les plantes ou les animaux alors que d’autres ne sont 

retrouvées qu’au sein de certains organismes (Bahn et al., 2007). Sachant que le répertoire de FTs de 

chaque espèce lui est spécifique, les voies de transduction des signaux conservées peuvent mener à des 

réponses différentes au sein d’organismes très proches. 

 Nous avons vu précédemment que les métabolites secondaires pouvait dans certains cas 

conférer un avantage à son organisme producteur et que leur production était limitée et orchestrée de 

façon précise dans le temps, souvent en parallèle d’une transition développementale ou en fonction  
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des conditions environnementales. La partie suivante vise à présenter le double contrôle (chromatinien 

/ transcriptionnel) impliqué dans la régulation du métabolisme secondaire fongique. 

3.1. L’implication des facteurs de transcriptions (FTs) 

 Les FTs ont un rôle fondamental dans le contrôle de la transcription 3.1.1.

 La transcription, qui permet la synthèse d’un brin d’ARN à partir d’une matrice d’ADN, est 

fondamentale pour la production des protéines et donc pour tous les mécanismes vitaux pour les 

organismes. Néanmoins, pour assurer le bon développement et la bonne organisation morphologique, 

l’ensemble des gènes ne doit pas être exprimé simultanément. Des mécanismes de régulation 

interviennent ainsi pour permettre l’activation ou la répression de la transcription dans le temps et dans 

l’espace. 

 La transcription implique le recrutement de différents FTs dits généraux formant la machinerie 

transcriptionnelle de base (Thomas et Chiang, 2006) au niveau d’une séquence appelée core promoteur 

(Smale et Kadonaga, 2003). Ces protéines permettent le recrutement de l’ARN polymérase II pour 

former le complexe de pré-initiation. Les différentes séquences du core promoteur et leur rôle sont 

résumés dans la Fig. 12. La plus connue d’entre elles est probablement la TATA box, requise pour 

l’activation de certains gènes, qui est conservée des Archées à l’Homme. La présence de ces protéines 

ne permet néanmoins qu’une expression génique faible. L’intervention de FTs agissant en amont du 

core promoteur au niveau de l’ADN permet de réguler (positivement ou négativement) l’intensité de la 

transcription. On parle de régulation en cis. Les séquences auxquelles se lient les FTs sont 

communément appelées UAS pour Upstream Activator Sequence. 

 La complexité et la multiplicité des mécanismes impliqués dans la transcription permettent 

aux organismes de pouvoir répondre à un nombre important de stimuli de façon différente en 

modulant l’expression génique. Le phénotype observé dans ces différentes conditions découle ainsi 

directement de ces phénomènes de régulation. Il a été démontré que chez les organismes les plus 

complexes (Vertébrés), le nombre ou l’acquisition des gènes n’étaient pas impliqués dans une 

évolution plus importante par rapport aux moins évolués (Invertébrés). En revanche, la complexité 
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croissante des organismes proviendrait plutôt de l’élaboration progressive des systèmes de régulation 

des gènes. Ainsi, plus un organisme est complexe et plus sa richesse et sa diversité en FTs sont 

importantes (Levine et Tjian, 2003; Amoutzias et al., 2006). Le génome de la levure contient environ 

300 FTs (Wyrick et Young, 2002) et ceux du nématode  Caenorhabditis elegans et de la drosophile 

environ 1000 (Ruvkun et Hobert, 1998; Aoyagi et Wassarman, 2000). Chez l’Homme, on compte 

environ 3000 de ces protéines (Lander et al., 2001). Le ratio du nombre de FTs par rapport au nombre 

de gènes s’élève alors à 1/20 pour la levure contre 1/10 chez l’Homme. Ce doublement du nombre 

relatif de FTs mène à une complexité des mécanismes de régulation bien plus importante. En plus d’un 

nombre plus élevé de FTs, les organismes les plus évolués (comme les Métazoaires) possèdent plus de 

co-activateurs ou de mécanismes de remodelage de la chromatine que les organismes plus basiques 

comme la levure (Levine et Tjian, 2003). 
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Fig. 12. Schéma de la formation du complexe de pré-initiation au niveau des éléments conservés 

du core promoteur. 

La TATA box est une séquence conservée chez les organismes et qui est présente dans les promoteurs 
de certains gènes. Elle permet le recrutement de TBP (TATA-Binding Protein) qui se fixe à cette 
séquence et entraine la formation du complexe de pré-initiation. La séquence Inr (Initiator) est capable 
d’initier la transcription seule ou de concert avec la TATA box. Les séquences DPE (Downstream 
Promoter Element), DCE (Downstream Core Element) et MTE (Motif Ten Element) sont également 
impliquées dans la formation du complexe de pré-initiation.  Les séquences DPE et DCE semblent 
mutuellement exclusives. Finalement, les séquences BREu et BREd (BRE : TFIIB-recognition 
Element) permettent le recrutement des FTs généraux et semblent présents même au sein des 
promoteurs ne contenant pas de TATA box. Les informations présentées ont été  obtenues à partir de 
différentes études sur des organismes eucaryotes. L’illustration et les informations sont extraites de 
Thomas et Chiang (2006). 
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 Structure des FTs et présentation de différentes familles chez les champignons 3.1.2.

 Les FTs sont des protéines qui sont généralement composées de plusieurs domaines impliqués 

dans trois fonctions majeures. La première fonction est l’établissement du contact avec l’ADN qui 

s’effectue à travers le domaine de liaison à l’ADN aussi appelé DBD (pour DNA Binding Domain). 

C’est sur la base de ce domaine que sont généralement classés les FTs (Cf. ci-dessous). Les FTs 

peuvent, via une interaction avec des co-facteurs, également se lier à la machinerie transcriptionnelle 

de base. Les domaines impliqués dans ces phénomènes sont dénommés domaines de trans-activation 

(TAD pour Trans-Activation Domain) et sont généralement distincts des DBD. Les FTs peuvent 

former des dimères pour réguler l’expression de gènes. Il peut s’agir d’homodimères entre deux FTs 

identiques ou d’hétérodimères quand deux FTs différents sont impliqués. Cette interaction directe 

protéine-protéine peut s’effectuer selon les cas au niveau du DBD, du domaine de trans-activation ou 

encore d’autres régions distinctes. Optionnellement, un domaine dit SSD (pour Signal Sensing 

Domain) peut être présent directement au sein du FT. Ce domaine permet de recevoir un signal (via 

une molécule) et de transmettre l’information en allant réguler différents gènes.  

 Les FTs peuvent être classés en différentes catégories. Les superfamilles (disponibles sur 

Superfamily database par Madera 2004) sont basées sur la classification structurale des protéines 

(SCOP ; Murzin 1995). Les membres d’une même superfamille présentent des indices d’une 

ascendance évolutive commune au niveau structural, fonctionnel et de séquence. Les familles, qui 

représentent un rang inférieur aux superfamilles, regroupent des protéines qui possèdent des domaines 

conservés. Elles sont définies par les prédictions PFAM (Bateman, 2004). Dans la partie qui suit, les 

superfamilles/familles les plus communément rencontrées chez les champignons sont présentées. 

3.1.2.1. Les FTs à DBD basique 

3.1.2.1.1. Les FTs à glissière à leucine (PF00170) 

 Ces FTs possèdent un domaine nommé bZIP (basic leucine ZIPper). Ce dernier est composé 

d’une région N terminale basique impliquée dans la liaison à l’ADN (Ellenberger et al., 1992) et d’une 

glissière à leucine en C terminale impliquée dans la dimérisation des FTs (Landschulz et al., 1988). La 
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région de glissière à leucine est composée de deux hélices alpha parallèles qui sont enroulées l’une 

autour de l’autre pour former une structure dite coiled-coil qui est impliquée dans la dimérisation 

(Baxevanis et Vinson, 1993). Cette structure super-secondaire est généralement schématisée sous la 

forme (abcdefg)n où les acides aminés qui se trouvent en position a et d sont hydrophobes. Lorsque la 

protéine est repliée, ce sont ces acides aminés qui vont pouvoir interagir avec une protéine qui possède 

une structure identique. Dans le cas des FTs bZIP, les acides aminés d sont des résidus leucine, ainsi 

espacés régulièrement par 6 acides aminés (LxxxxxxL) et formant 4 heptades répétées (Hurst, 1995). 

Le schéma de l’interaction entre un dimère de FTs bZIP et l’ADN est présenté en Fig. 13. 

 

Fig. 13. Schéma de l’interaction entre un dimères de FTs bZIP et une molécule d’ADN. 
Les L représentent les leucines impliquées dans la dimérisation du dimère bZIP. L’image a été extraite 
de Llorca et al. (2014). 

 

 Parmi les champignons filamenteux, de nombreux FTs bZIP ont d’ores-et-déjà été 

caractérisés. Ces régulateurs interviennent généralement dans des fonctions universellement 

conservées parmi les différents règnes comme par exemple la réponse aux stress, l’autophagie ou 

encore l’acquisition de nutriments dans des conditions de carence. Un des exemples les plus connu est 

l’homologue du FT YAP1 de la levure qui intervient dans la survie des champignons C. 

heterostrophus et A. fumigatus en réponse à un fort stress oxydatif (Lev et al., 2005; Lessing et al., 
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2007). MeaB, un composant de la voie de régulation de l’azote chez A. nidulans (Wong et al., 2007) 

est un autre exemple de ce type de FT.  

3.1.2.1.2. Les FTs bHLH (superfamille 47459) 

 Les FTs de type basique hélice-boucle-hélice (bHLH pour basic Helix-Loop-Helix) sont 

caractérisés par leur DBD bipartite conservé qui est impliqué dans le mécanisme de dimérisation qui 

rend le monomère inactif en dimères capables d’activer l’expression génique. Le DBD, présenté en 

Fig. 14, est composé de deux hélices alpha reliées par une boucle. L’une de ces hélices est plus grande 

que l’autre et contient des acides aminés basiques qui permettront, lorsqu’un dimère sera formé, la 

liaison à la molécule d’ADN. L’autre hélice, plus petite, intervient dans l’interaction avec le second 

membre du dimère (homodimère ou hétérodimère). Il a été démontré que chez les Mammifères ainsi 

que chez la levure, ce type de FTs pouvait former de multiples combinaisons d’hétérodimères 

(Robinson et al., 2000). La séquence consensus appelée E-box à laquelle se lient les dimères de FTs 

BHLH est la suivante : CANNTG (Revue par Massari et Murre 2000). Chez les champignons 

filamenteux, assez peu de FTs bHLH ont été caractérisés. Chez N. crassa, NUC-1 est impliqué dans 

l’acquisition du phosphore (Peleg et al., 1996). Chez A. nidulans, devR est un composant de la voie de 

transduction de l’histidine kinase TcsA et est requis pour la formation de conidies et le développement 

sexué (Tüncher et al., 2004). 
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Fig. 14. Représentation schématique du DBD des FTs de type bHLH. 

L’illustration a été extraite du lien suivant : 
http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop425/0011_1A_Jelatvitel_en_book/ch02.html 

 

3.1.2.1.3. Les FTs à doigts de zinc 

 Les FTs à doigts de zinc comportent plusieurs familles en fonction des types de DBD. Les 

trois principales sont présentées dans le Tableau 1. Le nom doigt de zinc provient de la capacité de 

ces protéines à lier un ou plusieurs atomes de zinc. C’est cette liaison qui permet par la suite 

l’interaction avec l’ADN. 

 

Tableau 1. Présentation des trois familles principales de FTs à doigts de zinc.  

D’après MacPherson et al. (2006) 
 Famille de FTs 
à doigt de zinc 

Séquence consensus du DBD Exemple 

C2H2 Cys-X2–4-Cys-X12-His-X3–5-His TFIIIA (Xénope) 

GATA Cys-X2-Cys-Xn-Cys-X2-Cys-Xn-Cys-X2-Cys-Xn-Cys-X2-Cys Récepteurs aux glucocorticoïdes 

Zn(II)2Cys6 Cys-X2-Cys-X6-Cys-X5–12-Cys-X2-Cys-X6–8-Cys Gal4p (Saccharomyces cerevisiae) 
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3.1.2.1.4. Les FTs GATA (PF00320) 

  Ce type de FTs peut lier un atome de zinc grâce à un domaine qui comporte le motif suivant : 

Cys-X2-Cys-Xn-Cys-X2-Cys-Xn-Cys-X2-Cys-Xn-Cys-X2-Cys. Il permet la liaison au niveau des 

séquences GATA/GATC de l’ADN. Chez les champignons filamenteux, des FTs GATA sont 

impliqués dans divers mécanismes. Un exemple connu est le FT global AreA qui a été démontré 

comme étant un régulateur clé du métabolisme azoté chez plusieurs champignons filamenteux (Fu et 

Marzluf, 1987). D’autres FTs GATA conservés parmi les champignons sont WC-1et WC-2 (White 

Collar) qui sont des protéines agissant en dimères pour réguler en réponse à la lumière des processus 

clés comme la conidiation, la synthèse de caroténoïdes ou encore le rythme circadien (Ballario et 

Macino, 1997; Chen et al., 2009). Chez B. cinerea, BcWcl1 et BcWcl2 sont impliqués dans la 

différenciation morphologique en réponse à la lumière (Canessa et al., 2013). 

3.1.2.1.5. Les FTs Zn(II)2Cys6 (PF00172) 

 Les FTs les plus représentés chez les champignons Ascomycètes sont les FTs appartenant à la 

superfamille Zn(II)2Cys6 aussi retrouvée sous le nom de Zn2Cys6 ou zinc cluster. Contrairement aux 

autres FTs à doigts de zinc, les FTs zinc cluster possèdent six résidus cystéines qui vont être impliqués 

dans la liaison de deux atomes de zinc. Le domaine correspondant est très conservé et se présente sous 

la forme CX2CX6CX6CX2CX6C. La première protéine caractérisée possédant ce domaine est Gal4p 

chez S. cerevisiae qui est impliquée dans l’utilisation du galactose (Pan et Coleman, 1990). Ce type de 

DBD semble d’après les données disponibles jusqu’ici uniquement présents chez les champignons. 

Les FTs zinc cluster peuvent agir dans de multiples configurations (revue par MacPherson, Larochelle, 

et Turcotte 2006). On les retrouve par exemple en monomères, homodimères ou hétérodimères. La 

structure de l’interaction entre Gal4p et l’ADN est représentée en Fig. 15. Les FTs Zn(II)2Cys6 sont 

impliqués dans de nombreux et divers processus au sein de la cellule comme le métabolisme des 

sucres ou des acides aminés, la respiration, le développement de structures de reproduction ou encore 

l’utilisation du nitrate. De nombreux régulateurs du métabolisme secondaire fongique font également 

partie de cette superfamille (Cf. partie 3.1.4). Quelques exemples de FTs zinc cluster caractérisés sont 

présentés dans le Tableau 2.  
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Fig. 15. Représentation de la structure cristalline du DBD de Gal4p lors de l’interaction avec 

l’ADN. 
Gal4p forme un homodimère et se lie à l’ADN au niveau de motifs répétés inversés (MacPherson et 

al., 2006). Les sphères jaunes correspondent aux atomes de zinc. 
  

 

 

 

Tableau 2. Présentation de rôles divers de FT Zn(II)2Cys6 fongiques. 

FT 
Zn(II)2Cys6 

Rôle Organisme Référence 

PrnA voie catabolique de la proline Aspergillus nidulans Gómez et al. (2002) 

FacB activation des gènes de régulation de l’acétate Aspergillus nidulans Todd et al. (1998) 

Pro1+ développement des structures de reproduction Sordaria macrospora Masloff et al. (1999) 

Nit4 activateur de la voie d’assimilation du nitrate Neurospora crassa Feng et Marzluf (1998) 

AflR régulation des gènes de l’aflatoxine Aspergillus spp. Fernandes et al. (1998) 
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 Les FTs Zn(II)2Cys6 auraient une tendance à se fixer à l’ADN au niveau de régions 

contenant des triplets composés de G et C (souvent CGG). La répétition de ces motifs sur 

l’ADN peut être présente sous forme directe, inversée ou retournée (Fig. 16). L’espacement 

entre ces triplets est important pour la liaison du FT. Par exemple, Gal4p se lie à deux triplets 

CGG inversés espacés de 11 pb (Vashee et al., 1993), soit le motif suivant :  CGG-N11-CCG. 

 

Fig. 16. Représentation des différents cas de figures pour l’interaction entre les FTs Zn(II)2Cys6 

et les motifs de fixation. 

Les FTs de type Zn(II)2Cys6 peuvent se lier à l’ADN sous forme de monomère, d’homodimère ou 
d’hétérodimère. La répétition des motifs de fixation peut être inversée, retournée ou directe. 
Illustration extraite de MacPherson et al. (2006). 
 
 

3.1.2.1.6. Les FTs à domaine Fungal Trans (PF04082) 

 Il arrive dans de nombreux cas que les FTs zinc cluster possèdent en plus de leur DBD 

caractéristique un domaine dit Fungal Trans ou Middle Homology Region (MHR). Ce domaine dont le 

rôle est jusqu’ici inconnu, est positionné en aval du domaine Zn(II)2Cys6 qui a tendance à être localisé 

en partie Nter de la protéine. Il est supposé que le domaine Fungal Trans pourrait avoir un rôle dans la 

structure ou la fonction des protéines (Schjerling et Holmberg, 1996). Cependant, il arrive aussi que 

des protéines présentent un domaine Fungal Trans sans domaine de liaison à l’ADN Zn(II)2Cys6. Un 
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article datant de 2015 (par Kim et al.) démontre le rôle d’une telle protéine (Sol4) en tant que 

régulateur spécifique d’un cluster du métabolisme secondaire impliqué dans la production de 

solanapyrones chez Ascochyta rabiei. La caractérisation d’autres protéines de ce type reste néanmoins 

requise pour confirmer le rôle de ce domaine et des approches mécanistiques devront être menées pour 

déterminer son mode d’action.  

3.1.2.1.7. Les FTs C2H2 (PF00096) 

 Les FTs appartenant à la famille des C2H2 sont ubiquistes et sont largement représentés parmi 

les plantes, les animaux mais aussi chez l’Homme. Le domaine correspondant est caractérisé par le 

motif  Cys-X2-4-Cys-X12-His-X3-5-His. Les deux cystéines et les deux histidines sont impliquées dans 

la liaison d’un atome de zinc (Fig. 17). C’est la deuxième famille la plus représentée chez les 

champignons filamenteux. Ils sont impliqués dans une plénitude de mécanismes cellulaires comme le 

développement, la différenciation, le cycle cellulaire ou encore la réponse au stress ou le pouvoir 

pathogène. Un des FTs C2H2 les plus connus est Crz1. Il s’agit d’une protéine qui intervient dans la 

voie de la calcineurine, une phosphatase activée par le complexe Ca2+/calmoduline. Chez S. 

cerevisiae, la calcineurine est dispensable dans le cadre d’une croissance sur milieu standard mais 

requis pour faire face à différents stress. Chez A. fumigatus, son rôle dans la croissance, la 

morphologie hyphale, la conidiation ou encore le pouvoir pathogène a été mis en évidence (Steinbach 

et al., 2006; Ferreira et al., 2007). Chez M. oryzae, la calcineurine est notamment impliquée dans la 

formation de l’appressorium  (Viaud et al., 2002). 
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Fig. 17. Représentation schématique de la structure du DBD des FTs C2H2. 

Illustration extraites du site web de l’université de Nagasaki 
(http://www.med.nagasaki-u.ac.jp/phrmch1/lcn/interspersed_NLS.htm). 
 
 
 Il existe d’autres familles de FTs qui ne seront pas présentées ici qui interviennent également 

dans divers mécanismes cellulaires. On peut citer par exemple les FTs à domaine Homeobox 

(PF00046) ou les FTs à domaine Myb-like (PF00249). 

 Répertoires des FTs des champignons filamenteux et de B. cinerea 3.1.3.

 Les FTs interviennent dans tous les  processus de la vie d’un organisme et la présence ou 

l’absence de ces protéines chez différents organismes est intimement liée à leur diversité. 

L’acquisition d’un répertoire spécifique de FTs peut donner des informations sur l’histoire évolutive 

de l’organisme étudié. Shelest (2008) a mené une étude sur les FTs fongiques et a permis de faire 

l’inventaire de la diversité de ces protéines. Les résultats indiquent que chez les champignons, environ 

¼ des superfamilles et familles connues sont retrouvées (12 superfamilles sur 37 et 37 familles sur 145 

considérées dans l’étude). Ces résultats vont dans le sens de l’hypothèse énoncée précédemment qui 

est basée sur le fait que la complexité des organismes croît avec leur proportion en éléments de 

régulation. Parmi ces superfamilles/familles, certaines comme celles des FTs à domaine Zn(II)2Cys6, 

Fungal Trans ou APSES sont spécifiques des champignons. De façon surprenante, ces FTs fongiques 

interviennent dans des processus conservés dans les autres règnes. Ces faits indiquent que durant 

l’évolution, ces fonctions conservées régulées par d’autres FTs au sein des autres règnes ont été 
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assignées à des FTs spécifiques des champignons. D’après Shelest, il pourrait s’agir d’une 

convergence évolutive des FTs des différents règnes. 

 Le Tableau 3 présente le résumé du répertoire de FTs de B05.10. Ces données montrent que 

comme chez les autres champignons Ascomycètes, les FTs Zn(II)2Cys6 sont les plus représentés. Les 

familles qui comptent le plus grand nombre de FTs sont ensuite les C2H2 et les bZIP. Au sein du 

laboratoire, une banque de FTs a été créée par Adeline Simon (2013) pour l’utilisation de l’outil 

simple hybride (Y1H). Le nombre de FTs clonés avec succès est représenté. 
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Tableau 3. Résumé du répertoire de FTs chez B. cinerea. 

Domaine de liaison à l'ADN Domaines InterPro 

Nombre 

de FTs 

prédits 

Nombre 

de FTs 

clonés en 

Y1H 
    
Zn(II)2Cys6 IPR001138 ou SMART 133 107 
Zn(II)2Cys6 + Fungal_trans IPR001138 + IPR007219 94 71 
  

  
Cys2His2 IPR007087 et/ou IPR015880 ou SMART 101 90 
Cys2His2 + Fungal_trans IPR007087 + IPR015880 + IPR007219 6 6 
  

  
Zn(II)2Cys6 + Cys2His2 IPR001138 + IPR007087 1 1 
Zn(II)2Cys6 + Cys2His2 + 
Fungal_trans 

IPR001138 + IPR007087 + IPR015880 
+IPR007219 

6 6 

  
  

bZip IPR004827 23 22 
  

  
HMG (high mobility group) IPR009071 10 9 
  

  
Helix-loop-helix (HLH) IPR011598 9 9 
  

  
GATA zinc finger IPR000679 et/ou IPR013088 8 8 
  

  
Homeobox IPR001356 7 5 
  

  
Cys2His2 + Homeobox IPR007087 + IPR015880 + IPR001356 1 1 
  

  
Fork head IPR001766 4 3 
  

  
CCAAT IPR005612 et/ou IPR001289 4 2 
  

  
MADS box IPR002100 3 2 
  

  
Regulatory Factor X (RFX) IPR003150 2 1 
  

  
Transcription factor CBF/NF-
Y/archaeal histone 

IPR003958 
6 5 

  
  

Zinc finger, DHHC-type IPR001594 5 5 
  

  
Fungal_trans IPR007219 10 5 
  

  
TOTAL 

 
433 358 

Les domaines ont été prédits avec InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search) ou le 
cas échéant avec SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) en utilisant l’annotation Bcin de B05.10 (van 
Kan et al., 2016). 
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 L’implication des FTs dans la régulation du métabolisme secondaire 3.1.4.

 La co-régulation des gènes d’un cluster du métabolisme secondaire peut en partie s’expliquer 

par un contrôle transcriptionnel dû à des acteurs intervenant à différents niveaux hiérarchiques. Les 

FTs représentent le premier type de ces régulateurs. Ces protéines peuvent avoir une activité de 

régulation spécifique des gènes d’un cluster ou globale pour notamment répondre aux stimuli 

environnementaux. Différents complexes protéiques ont également été identifiés comme régulant les 

clusters du métabolisme secondaire fongique.  

3.1.4.1. Les FTs spécifiques 

 Il a été abordé précédemment que de façon générale, les gènes impliqués dans la biosynthèse 

d’un même métabolite secondaire sont localisés au sein d’un cluster dans le génome de l’organisme 

producteur. De nombreux exemples de la littérature suggèrent qu’un FT codé par un gène se trouvant 

dans un cluster du métabolisme secondaire fongique régule uniquement l’ensemble ou une partie des 

gènes de ce cluster. On parle dans ce cas de FT spécifique. Le Tableau 4 présente certains de ces 

régulateurs caractérisés ainsi que les clusters régulés et les organismes étudiés. Parfois, les FTs 

spécifiques peuvent s’auto-réguler. C’est notamment le cas du régulateur AflR de l’aflatoxine chez A. 

parasiticus (Chang et al., 1995; Kenneth C. Ehrlich et al., 1999). Il a été estimé que 90% des FTs se 

trouvant dans des clusters dont l’enzyme clé est une PKS appartiennent à la famille des Zn(II)2Cys6. 

Au contraire, les FTs spécifiques des clusters contenant des NRPS appartiennent à des familles variées 

(Brakhage, 2012). 
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Tableau 4. Exemples de FTs Zn(II)2Cys6 impliqués dans la régulation spécifique de clusters du  
métabolisme secondaire chez les champignons. D’après Knox et Keller (2015). 
FT Cluster Espèce Référence 
AflR Aflatoxine 

/Stérigmatocystine 
Aspergillus nidulans 

Aspergillus flavus 

Aspergillus parasiticus 

Brown et al. (1996)  
Woloshuk et al. (1994) 
Chang et al. (1995) 

AfoA Aspefuranone Aspergillus nidulans Chiang et al. (2009) 
ApdR Aspirydone Aspergillus nidulans Bergmann et al. (2007) 
Bik5 Bikavérine Fusarium fujikoroi Wiemann et al. (2009) 
CTB8 Cercosporine Cercospora nicotianae Chen et al. (2007) 
CtnA Citrinine Monascus purpureus Shimizu et al. (2007) 
DEP6 Dépudécine Alternaria brassicicola Wight et al. (2009) 
FapR Fumagilline/Pseurotine Aspergillus fumigatus Wiemann et al. (2013) 
FUM21 Fumosinine Fusarium verticillioides Brown et al. (2007) 
GIP2 Aurofusarine Fusarium gramniearum Kim et al. (2006) 
GliZ Gliotoxine Aspergillus fumigatus Bok et al. (2006) 
LovE Lovastatine Aspergillus terreus Huang and Li (2009) 
MdpE Monodictyphénone Aspergillus nidulans Chiang et al. (2010) 
MlcR Compactine Penicillium citrinum Abe et al. (2002) 
MokH Monacoline K Monascus pilosus Chen et al. (2010) 
ORFR AK-toxine Alternaria alternata Tanaka et Tsuge (2000) 
SirZ Sirodesmine PL Leptosphaeria maculans Fox et al. (2008) 
ZFR1 Fumonisine Fusarium verticilloides Flaherty et Woloshuk (2004) 
 

 A. parasiticus et A. flavus sont connus pour produire la substance cancérigène aflatoxine alors 

qu’A. nidulans ne possède que les gènes permettant d’aller jusqu’à la production de stérigmatocystine, 

son précurseur lui aussi toxique. Les clusters de gènes qui permettent la synthèse de ces métabolites 

sont probablement les mieux caractérisés au sein du métabolisme secondaire fongique. Parmi les 

différents gènes, aflR, codant un FT spécifique, a été cloné et caractérisé (Chang et al., 1993; Payne et 

al., 1993). Plusieurs études se sont intéressées au site de liaison d’AflR au niveau des promoteurs de 

certains gènes du cluster dont aflR lui-même (Chang et al., 1995; Fernandes et al., 1998; K. C. Ehrlich 

et al., 1999; Kenneth C. Ehrlich et al., 1999). Cependant, dans le cadre d’une étude transcriptomique 

globale par puce à ADN réalisée sur une souche sauvage d’A. parasiticus et du ∆aflR correspondant, 

Price et al. (2006) ont démontré qu’en plus des 18 gènes connus du cluster aflatoxine, trois gènes 

proches du cluster étaient aussi affectés par la délétion d’aflR. De même mais de façon plus 

surprenante, deux gènes se trouvant ailleurs dans le génome se sont avérés sous-exprimés chez le 

mutant. Il s’agit de niiA codant pour la nitritre réductase chez A. parasiticus et hlyC codant un 

homologue de l’α-hémolysine d’Aeromonas hydrophyla. AflR serait impliqué de façon directe dans la 
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régulation de ces gènes puisque le motif de fixation (5’-TCGSWNNSCGR-3’) décrit par Ehrlich et al. 

(1999) est retrouvé dans le promoteur de ces trois gènes.  

 Un cas opposé à celui d’AflR a été décrit pas Wiemann et al. (2009). Fusarium fujikuroi est un 

champignon capable de produire la bikavérine. Il s’agit d’un pigment de couleur rose / rouge qui a un 

rôle toxique vis-à-vis de certains prédateurs ou compétiteurs (Balan et al., 1970; Kwon et al., 2007; 

Son et al., 2008). Lors de leur étude sur la caractérisation du cluster responsable de la production de ce 

métabolite, les auteurs ont montré que le mutant ∆bik5 (codant un FT putatif de type Zn(II)2Cys6) 

produisait 100 fois moins de bikavérine que la souche sauvage mais que seule l’expression de trois des 

cinq gènes restant est affectée.  

 Certains clusters du métabolisme secondaire fongique ont également été rapportés comme ne 

possédant pas de FTs spécifiques prédits. C’est notamment le cas des clusters de l’ergovaline chez 

Neotyphodium lolii (Fleetwood et al., 2007), du lolitrème chez E. festucae (Young et al., 2006) ou 

encore du célèbre cluster pénicilline chez P. chrysogenum (Kosalková et al., 2009). Dans ce cas, la 

régulation des gènes semble être gouvernée par des FTs globaux (Brakhage et al., 2004).  

3.1.4.2. Les FTs globaux et les complexes multiprotéiques 

 A l’inverse des FTs spécifiques qui ne régulent qu’un nombre restreints de gènes, d’autres FTs 

dits globaux contrôlent l’expression d’un nombre plus important de gènes cibles. Les gènes qui codent 

ces FTs n’appartiennent à aucun cluster du métabolisme secondaire et sont également impliqués dans 

la régulation de gènes qui ne font pas partie du métabolisme secondaire.  

 Plusieurs FTs globaux régulent les gènes du métabolisme secondaire en réponse à des stimuli 

de l’environnement comme par exemple la source de carbone ou d’azote, la lumière, le pH, la 

température, la présence d’acides aminés ou d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), l’hypoxie, la 

quantité de fer disponible ou encore la présence de stimuli générés par d’autres organismes (Brakhage, 

2012). La Fig. 18 présente les FTs impliqués dans la réponse à ces différents stress. Parmi eux 

plusieurs ont été caractérisés chez B. cinerea (Cf. partie 4). 
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 Un des régulateurs globaux ayant une action sur plusieurs clusters du métabolisme secondaire 

fongique est le FT GATA AreA (Tudzynski, 2014). Cette protéine est l’acteur majeur d’un phénomène 

nommé NMR (Nitrogen Metabolite Repression). Ce dernier consiste à maintenir éteints un certain 

nombre de gènes lorsque le champignon croit sur un milieu qui contient des sources préférées d’azote 

(comme l’ammonium ou la glutamine). Lorsqu’en revanche le milieu ne contient que des sources 

d’azotes secondaires (comme le nitrate), AreA va réguler ses gènes cibles, impliqués notamment dans 

l’utilisation de ces sources d’azotes alternatives mais aussi dans la production de métabolites 

secondaires. Par exemple, le cluster permettant la production des gibbérellines est directement régulé 

par AreA chez Fusarium fujikuroi (Mihlan et al., 2003). 

 En plus des FTs qui agissent seuls, des complexes multiprotéiques sont impliqués dans la 

régulation du métabolisme secondaire chez les champignons. L’un d’entre eux est le complexe Velvet. 

Il a été découvert chez A. nidulans où il est composé des protéines VeA, VelB et LaeA (Bayram et al., 

2008). Il est spécifique aux champignons filamenteux au sein desquels il régule le développement et le 

métabolisme secondaire en réponse à la lumière. En plus de l’hypothèse d’une régulation 

chromatinienne par le complexe Velvet, il a récemment été démontré par ChIP-seq chez P. 

chrysogenum que l’homologue de VeA (PcVelA) interagissait directement au niveau des promoteurs 

de gènes cibles impliqués notamment dans le métabolisme secondaire. La putative méthyltransférase 

LaeA, qui est considérée comme un régulateur global du métabolisme secondaire fongique, a été 

caractérisée chez de nombreuses espèces (Bok et Keller, 2004; Perrin et al., 2007; Hoff et al., 2010; 

Wiemann et al., 2010; Butchko et al., 2012; Wu et al., 2012). Les membres du complexe Velvet ont 

été caractérisés chez B. cinerea où ils régulent la différenciation morphologique et le métabolisme 

secondaire (Schumacher et al., 2012; Schumacher, Simon, Kim Christopher Cohrs, et al., 2015)(Cf. 

partie 4). 
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Fig. 18. Régulation du métabolisme secondaire fongique par des régulateurs globaux. 

Les signaux environnementaux peuvent influencer l’expression des gènes des clusters du métabolisme 
secondaire (impliquant ici une PKS, une NRPS ou une PKS-NRPS) à travers des régulateurs globaux 
qui en réponse aux stimuli modulent l’expression de leurs gènes cibles. CBC : CCAAT-binding 
complex, CpcR1 : cephalosporin C regulator 1, LaeA : loss of aflR expression A, RsmA : restorer of 
secondary metabolism A, SAGA-ADA : Spt-Ada-Gcn5-acetyltransferase-ADA. Adapté de Brakhage 
(2012). 

 

3.2. La régulation chromatinienne 

 Il est bien documenté que la seule présence des FTs ne suffit pas à induire la transcription des 

gènes (Spitz et Furlong, 2012). En plus, un état chromatinien favorable est nécessaire afin de permettre 

la fixation des FTs ainsi que de la machinerie transcriptionnelle de base. Il a été démontré que chez les 

champignons, le métabolisme secondaire est régulé par la structure de la chromatine. Avant de 

présenter quelques exemples, une brève explication des mécanismes permettant le remodelage de cette 

structure est présentée. 

 La chromatine est composée d’ADN enroulé autour d’autour de protéines appelées histones. 

L’unité de base est le nucléosome qui comporte un octamère d’histones ainsi que l’ADN qui l’entoure 

(147 pb, Richmond et Davey, 2003). De façon générale, un octamère d’histones est composé de deux 
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copies des histones canoniques H2A, H2B, H3 et H4. Néanmoins, il existe des variantes à ces 

protéines qui leurs sont substituées dans certains cas. C’est notamment le cas de CenH3 (Smith et al., 

2011, 2012) chez les champignons qui est localisée au niveau de l’ADN centromérique et qui est 

impliquée dans l’assemblage des kinétochores (Verdaasdonk et Bloom, 2011). Un autre exemple est 

H2A.Z ou H2A.X qui sont associés respectivement aux phénomènes de transcription et réparation de 

l’ADN (Talbert et Henikoff, 2010). La chromatine est une structure qui permet à la cellule de 

compacter l’ADN de façon à comporter une quantité importante de cette molécule  dans un espace 

restreint (le noyau) (Fig. 19).  

 

 

Fig. 19. Présentation des différents niveaux de compaction de la chromatine. 
Illustration extraite de Felsenfeld et Groudine (2003). 
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La structure de la chromatine peut se présenter sous deux formes : 

- l’euchromatine correspond à une structure relâchée de la chromatine et possède un faible nombre de 

nucléosomes. C’est une structure permissive à la fixation des FTs et de la machinerie de base et donc à 

l’expression des gènes. 

- l’hétérochromatine est, à l’inverse une structure compacte de la chromatine. Les nucléosomes y sont 

présents en forte densité, rendant ainsi impossible la fixation des acteurs de la transcription. On 

distingue deux types de chromatine : 

 - la chromatine constitutive est une structure permanente, irréversible, qui est principalement 

présente au niveau des centromères et des télomères et qui assure notamment le maintien de l’intégrité 

du génome (Freitag, 2014). 

 - l’hétérochromatine facultative est une structure dynamique, réversible, qui est notamment 

régulée en fonction du stade de développement et qui permet la répression de l’expression des gènes 

qui se trouvent dans ces régions. 

 La structure de la chromatine est dynamique et réversible. Le passage de l’euchromatine à 

l’hétérochromatine et vice versa s’effectue via l’ajout ou la suppression de modifications post-

traductionnelles au niveau des queues N-terminale de certains acides aminés des histones (Jenuwein et 

Allis, 2001) (Fig. 20). De nombreuses marques peuvent intervenir dans le phénomène de modification 

de la chromatine (Fig. 21) mais les plus largement distribuées sont la méthylation et l’acétylation. La 

combinaison des modifications présentes sur les queues des histones dicte la structure de la chromatine 

et est connue sous le nom de « code histone » (Strahl et Allis, 2000). Ce type de régulation est parfois 

défini comme faisant partie de l’épigénétique. Ce terme a pour la première fois été utilisé par Conrad 

Waddington en 1942 pour définir, au cours du développement, les mécanismes qui permettent 

l’observation de phénotypes différents à partir d’un génotype mais sans affecter la séquence d’ADN 

(Waddington, 2012). Par la suite, il a été réutilisé mais dans différents contextes, en incluant 

notamment ou pas la notion de transmission à la descendance, ce qui fait que cette notion est sujette à 

débat au sein de la communauté (Deans et Maggert, 2015; Georgel, 2015). L’épigénétique regroupe 
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donc un ensemble de mécanismes qui gouvernent l’expression des gènes en fonction de différents 

facteurs sans modification de la séquence nucléotidique. Pour éviter toute confusion, nous utiliserons 

dans ce manuscrit le terme de régulation chromatinienne. 

 

Fig. 20. Dynamique de la chromatine selon le code histone. 

Le passage vers l’une ou l’autre des formes de la chromatine dépend de la présence de modifications 
post-traductionnelles au niveau des résidus des queues Nter des histones. Certaines de ces 
modification sont représentées (Ac : acétylation, Me : méthylation, P : phosphorylation). Adapté de 
Jenuwein et Allis (2001). 
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Fig. 21. Présentation des modifications post-traductionnelles des histones ainsi que des 

modificateurs chromatiniens impliqués. 
D’après Kouzarides (2007). 
 
 
 Les protéines responsables de l’ajout ou de la suppression des modifications post-

traductionnelles impliquées dans le remodelage de la chromatine sont appelées modificateurs 

chromatiniens. Chez les champignons, de nombreux modificateurs chromatiniens ont déjà été 

identifiés (Freitag, 2014). Le Tableau 5 les présente ainsi que les homologues que nous avons pu 

identifier (par BDBH) chez B. cinerea.
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Tableau 5. Modifications des histones et protéines responsables de ces modifications chez plusieurs organismes 
fongiques et homologues chez B. cinerea. 
Modification Résidue Exemple Enzyme Bcin Sc Nc An Sp Fg 

Acétylation Lys (K) H4K5/12ac KAT1 07g01920 Hat1 HAT-1       
  H3K9/14/18/36ac KAT2 05g01870 Gcn5 NGF-1    

  H3ac and H4ac KAT4 05g04040 Taf1 HAT-3    

  H4K5/8/12/16ac KAT5 12g06640 Esa1 HAT-4  ESAA   

  H3K14ac KAT6 03g05250 Sas3 HAT-6    

  H4K16ac KAT8 07g00450 Sas2 HAT-5    

  H3ac KAT9 10g01520 Elp3 ELP-3    

  H3K14ac KAT10 02g03320 Hap2     

  H3K56ac KAT11 02g03150 Rtt109     

Déacétylation AcLys (acK) H3ac, H4ac Rpd3 05g02590 Rpd3 HDA-3 RPDA  Rpd3 

  H3ac? H4ac? Hda1 15g02130 Hda1 HDA-1 HDAA  HdF3 

  H3ac, H4ac Hos2 01g03610 Hos2 HDA-2 HosA  HdF1 

  H3ac, H4ac Hos3 12g01310 Hos3 HDA-4 HosB  HdF3 

  H3K9/14/56ac, 
H4K16ac 

SIRT1 11g04080 Hst1 NST-1    

  H3K9/14/56ac SIRT2 06g03080 Hst2 NST-2  HSTA   

  H4ac? SIRT1 bis 11g03810 Hst4 NST-3    

  ? SIRT3 12g00540 Hst3 NST-4    

  H4ac? SIRT4 10g02470  NST-5    

  ? SIRT5 16g00570  NST-6    

  Nucleolus SIRT7   NST-7    

Méthylation Lys (K) H3K9me2, -3 KMT1 11g02360  DIM-5 CLRD Clr4 KMT1 

  H3K4me2, -3 KMT2 06g06760  SET-1  Set1 KMT2 

  H3K36me2, -3 KMT3 10g05250 Set2 SET-2   KMT3 

  H3K79me KMT4 08g04180 Dot1 DOT-1   KMT4 

  H4K20me KMT5 16g03730  SET-9   KMT5 

  H3K27me3 KMT6 06g04490  SET-7   KMT6 

 Arg (R) H4R3me PRMT1 14g05420 Hmt1 RPM-1    

  Nonhistone proteins PRMT3 13g04670  PRM-3    

  H3R8me, H4R3me PRMT5 13g02360 Hsl7 PP-2  Skb1  

Déméthylation MeLys (meK) H3K4me, H3K9me KDM1 07g04610   HDMA Lsd1  

  H3K36me KDM2  Jhd1     

  H3K9me KDM3       

  H3K9me, H3K36me KDM4 07g03050 Rph1  KdmA   

  H3K4me KDM5 02g00190 Jhd2   Jmj2 
Lid1 

 

  H3K27me KDM6       

Phosphorylation Ser (S) H3S10ph Aurora B 16g01390 Ipl1  NIMA   

  H4S1ph CKII 11g04810 CkII     

  Thr (T) H3T45ph CDC7 02g05150 Cdc7         

Adapté de Freitag (2014). Bcin, Annotation Bcin de B. cinerea ; Sc, Saccharomyces cerevisiae ; Nc, Neurospora crassa ; Sp, 
Saccharomyces pombe ; Fg, Fusarium graminearum. 
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 L’acétylation des histones 3.2.1.

 L’acétylation des histones est une modification post-traductionnelle qui consiste en l’ajout 

d’un groupement acétyle au niveau des lysines (K). Le niveau d’acétylation des lysines est régulé par 

deux familles de protéines ayant des rôles opposés : les histones acétyltransférases (HATs) et les 

histones déacétylases (HDACs). Les HATs utilisent le groupement acétyle de l’acétyl-CoA pour le 

transférer sur un groupement  ε-amine de la chaine latérale d’un résidu lysine. Le retrait de ce 

groupement acétyle (déacétylation) s’effectue grâce à l’action des HDACs.  

 Deux explications sont proposées pour expliquer l’influence de l’acétylation sur la structure de 

la chromatine. La première repose sur une action directe de cette modification post-traductionnelle. 

Effectivement, les lysines des histones sont chargées positivement et l’acétylation permet de 

neutraliser ces charges et par conséquent de diminuer la force des interactions entre les histones et 

l’ADN (Hong et al., 1993; Fig. 22). Le fait que l’acétylation mène à un état relâché de la chromatine et 

donc à une plus grande accessibilité par des protéines interagissantes a pu être démontré in vivo par 

une plus grande sensibilité à la DNAse I des régions acétylées (Hebbes et al., 1994; Krajewski et 

Becker, 1998). Cette caractéristique explique que l’on associe souvent l’acétylation des histones avec 

un état euchromatinien même si des contre-exemples existent (Carrozza et al., 2003). La seconde 

hypothèse est que l’acétylation sert de site d’ancrage à des protéines effectrices dites « lectrices » qui 

vont jouer un rôle de régulation (positif ou négatif). Cette hypothèse est renforcée par le fait que de 

nombreux régulateurs transcriptionnels possèdent un bromodomaine impliqué dans la reconnaissance 

spécifique de ces marques (Dhalluin et al., 1999).  
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Fig. 22. L’acétylation neutralise la charge positive des lysines. 
Les lysines sont chargées positivement (NH3

+) et l’acétylation par une histone acétyltransférase (HAT) 
permet la neutralisation de cette charge. La déacétylation par des lysines déacétylases (HDAC) la 
restaure. D’après Gutierrez et Romero-Oliva (2013). 
 

 L’acétylation n’est pas une modification déposée de façon aléatoire sur les résidus des queues 

des histones mais est spécifiquement déposée sur des résidus cibles. Les lysines 9, 14, 18 et 23 de 

l’histone 3 ainsi que les 5, 8, 12 et 16 de l’histone 4 sont ainsi préférentiellement acétylés au sein du 

noyau. 

 La méthylation des histones 3.2.2.

 La méthylation des histones est également une modification post-traductionnelle apportée sur 

les queues Nter des histones. Elle consiste en l’ajout d’un groupement méthyle majoritairement sur les 

résidus lysines et arginines. Les enzymes impliquées dans sa mise en place sont les histones 

méthyltransférases (HMTs) qui utilisent le S-adenosyléthionine (SAM) comme co-facteur et les 

enzymes qui retirent cette marque sont appelées histones déméthylases (HDMs). A l’inverse de 

l’acétylation, la méthylation des histones n’a pas d’action directe sur la chromatine en modifiant les 

charges des résidus des histones. En revanche, l’augmentation du degré de méthylation (mono-, di- ou 

tri-méthylation) augmente la basicité et l’hydrophobicité des queues des histones (Fig. 23) augmentant 

leur affinité pour des molécules anioniques comme l’ADN et résultant en une résistance plus 
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importante à la digestion par la trypsine (Byvoet et al., 1972; Baxter et Byvoet, 1975). Ainsi, la 

méthylation est souvent associée à un état hétérochromatinien puisqu’elle semble augmenter 

l’interaction entre les histones et l’ADN rendant difficile l’accès à cette molécule pour d’autres 

protéines. Néanmoins, la méthylation de certains résidus comme la H3K4 est associée avec un état 

transcriptionnel actif (Freitag, 2014). La méthylation sert également de signal pour le recrutement de 

protéines « lectrices » au niveau de certaines marques. Ces protéines possèdent un chromodomaine 

permettant la reconnaissance spécifique de ces marques et sont impliquées dans les mécanismes 

d’activation ou de répression de la transcription. Par exemple chez N. crassa, l’hétérochromatine 

protéine 1 (HP1) est recrutée au niveau des H3K9 di- ou tri-méthylées pour la formation 

d’hétérochromatine et donc le silencing des gènes (Freitag et al., 2004). A l’inverse, chez S. 

cerevisiae, CHD1 (chromodomain helicase DNA binding protein 1) est recrutée par les H3K4 

méthylées au niveau de gènes transcriptionnellement actifs (euchromatine)(Pray-Grant et al., 2005). 

 Les marques H3K9me3 sont souvent considérées comme impliquées dans la formation 

d’hétérochromatine constitutive localisée notamment au niveau des régions riches en éléments 

transposables et des centromères. A l’inverse, l’hétérochromatine facultative est souvent attribuée aux 

marques H3K27me3 qui sont retrouvées dans des régions riches en gènes. Néanmoins, au fur et à 

mesure des études, il apparait que des contre-exemples existent. Notamment, chez Zymoseptoria 

tritici, des régions riches en éléments transposables contiennent les deux types de marques, ce qui 

démontre que ces dernières ne sont pas exclusives (Schotanus et al., 2015). De plus, les auteurs de 

cette étude ont démontré que les centromères contenaient des gènes actifs, ce qui suggère que la 

chromatine dite constitutive est aussi probablement sujette à modification.   
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Fig. 23. La méthylation des lysines augmente l’hydrophobicité et la basicité. 
Les méthylations successives par des histones méthyltransférases (HMT) augmentent l’hydrophobicité 
et la basicité des résidus lysines modifiés. Adapté de Rice et Allis (2001). 
 

 L’interférence entre acétylation et méthylation des histones 3.2.3.

 La multiplicité des cibles pour l’acétylation et la méthylation des histones (en plus des autres 

modifications existantes) permet un large nombre de combinaisons possibles (Bannister et Kouzarides, 

2011). Ce code histone permet ainsi de réguler de façon précise la structure de la chromatine. Il existe 

des interférences entre certaines marques comme par exemple la H3K9 qui peut être la cible 

d’acétylation comme de méthylation. Généralement, on attribue des  lysines (K) hyper-acétylées pour 

les histones 3 et 4 (H3 et H4) et la tri-méthylation de la lysine 4 de l’histone 3 (H3K4me3) à 

l’euchromatine. A l’inverse, au niveau de l’hétérochromatine, les lysines sont faiblement acétylées et 

les marques H3K9me3 et H3K27me3 sont présentes (Freitag, 2014).  

 La méthylation de l’ADN 3.2.4.

 En plus de la modification des histones, la méthylation de l’ADN représente une forme de 

contrôle de la transcription des gènes. Cette modification correspond à l’ajout d’un groupement 

méthyle au niveau du carbone 5 du cycle pyrimidine. Cette modification qui donne la base nucléique 

nommée 5-méthylcytosine modifie la structure de la cytosine sans toutefois modifier son appariement 

avec la guanine. L’ajout du groupement cytosine permet l’inhibition de l’expression des gènes (i) en 

interférant avec la fixation de protéines comme les FTs et (ii) en recrutant des protéines additionnelles 

impliquées dans la compaction de la chromatine (Fazzari et Greally, 2004). Les enzymes responsables 

de la méthylation de l’ADN sont les ADN méthyltransférases. 
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 Exemple de la formation d’hétérochromatine chez Neurospora crassa 3.2.5.

 Un modèle simple de la formation de l’hétérochromatine a pu être établi chez N. crassa. Chez 

cet organisme, certaines séquences de l’ADN ayant subi l’action du système de défense nommé RIP 

(Repeat Induced Point mutation), qui mute les bases C en T au niveau de séquences répétées, sont 

reconnues par la lysine méthyltransférase (KMT) DIM-5. Cette protéine, qui fait partie d’un complexe 

nommé DCDC, va tri-méthyler les H3K9. Ces marques (H3K9me3) sont reconnues comme signal 

pour le recrutement de la protéine lectrice HP1. Une DNA méthyltransférase (DIM-2) va à son tour 

être recrutée par l’intermédiaire de HP1 pour méthyler l’ADN au niveau de cytosines (qui deviennent 

alors des 5-méthylcytosines). L’ensemble de ces évènements qui mène à la formation 

d’hétérochromatine dite constitutive chez N. crassa est schématisé en Fig. 24. De plus, il a été 

démontré chez cet organisme que la triméthylation de H3K27 entrainerait la formation 

d’hétérochromatine facultative qui réprime l’expression de régions différentes de celles réprimées par 

la voie impliquant DIM-5 (Jamieson et al., 2013). 

 Chez B. cinerea, il a récemment été mis en évidence que la méthylation de l’ADN existe 

(Breen et al., 2016). Néanmoins, le taux estimé au sein de la souche B05.10 de B. cinerea (0,6%) est 

inférieur à celui déterminé chez N. crassa (1,5% ; Foss et al., 1993). 
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Fig. 24. Formation de l’hétérochromatine chez Neurospora crassa. 

Chez N. crassa, la formation de l’hétérochromatine constitutive implique la triméthylation par DIM-5 
(au niveau des séquences RIPées) des H3K9 puis le recrutement successif de HP1 et DIM-2. Ces 
évènements mènent à la méthylation de l’ADN et à la formation subséquente d’hétérochromatine. La 
partie A représente le déroulement de la formation d’hétérochromatine facultative.  La partie B 
présente les acteurs impliqués dans la formation de l’hétérochromatine constitutive (à gauche) et 
facultative (à droite). 
 

 Le remodelage de la chromatine comme mécanisme de régulation du 3.2.6.

métabolisme secondaire fongique 

 Chez plusieurs champignons filamenteux, la structure de la chromatine joue un rôle primordial 

dans la régulation du métabolisme secondaire. Une étude clé menée en 2010 par Reyes-Dominguez et 

ses collaborateurs a montré que la régulation de plusieurs clusters du métabolisme secondaire chez A. 

nidulans faisait intervenir un contrôle chromatinien. Dans cette étude, les auteurs ont montré que la 

délétion de clrD (kmt1) et de hepA (hp1) entraine une dé-répression et une surproduction consécutive 

de pénicilline, stérigmatocystine et terrequinone A. Chez le WT, pendant la phase de croissance durant 

laquelle la stérigmatocystine n’est pas produite, le cluster ST est marqué par des H3K9me3 et par la 

présence de HepA. Lorsque la phase de croissance s’arrête et que la production de stérigmatocytine est 

induite, la présence des H3K9me3 et de HepA décroissent concomitamment alors que les H3 

deviennent hyper-acétylées. Cette régulation par la chromatine est très ciblée puisque la présence de 

marques d’hétérochromatine persistent directement sur les gènes qui bordent le cluster même lorsque 
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celui-ci est dé-réprimé. De façon intéressante, la présence de HepA au niveau du promoteur du gène 

aflR est diminuée chez le ∆laeA suggérant que cette protéine pourrait avoir une activité opposée à la 

formation d’hétérochromatine.  

 D’autres modificateurs chromatiniens sont impliqués dans la régulation du métabolisme 

secondaire fongique. Chez A. fumigatus, la protéine CclA (l’homologue de BRE2 impliquée dans le 

complexe COMPASS chez S. cerevisiae) est impliquée dans la di- et tri-méthylation de H3K4 et 

régule négativement plusieurs clusters du métabolisme secondaire dont celui de la gliotoxine (Palmer 

et al., 2013). 

 Outre l’intervention de HMTs, d’autres modificateurs de la chromatine ont un rôle dans la 

régulation du métabolisme secondaire fongique. Chez A. nidulans, la délétion de la lysine déméthylase 

KdmA (dont la cible est H3K36me3) affecte positivement ou négativement l’expression de plusieurs 

clusters du métabolisme secondaire (Gacek-Matthews et al., 2015). Chez le même organisme, il a 

également été démontré que EsaA qui est responsable de l’acétylation de H4K12 est impliqué dans 

l’activation des quatre clusters stérigmatocystine, péniclline, terrequinone A et acide orsellinique 

(Soukup et al., 2012). Deux histone déacétylases (FfHda1 et FfHda2) ont également été rapportées 

chez Fusarium fujikuroi comme étant des régulateurs (positifs et négatifs) du métabolisme secondaire 

et des facteurs de virulence (Studt et al., 2013). 

4. La régulation du métabolisme secondaire chez B. cinerea 

 Le métabolisme secondaire, à travers notamment la production de botrydial et d’acide 

botcinique, est impliqué dans le pouvoir pathogène de B. cinerea. Dans le cadre du livre intitulé 

« Host – Pathogen Interaction. Microbial Metabolism, Pathogenicity and Antiinfectives. » publié 

en 2016, j’ai participé à la rédaction du chapitre nommé « Regulation of Secondary Metabolism in 

the Gray Mold Fungus Botrytis cinerea». Ce document est présenté ci-dessous. Il aborde le 

répertoire des enzymes clés identifiées dans le génome de B. cinerea ainsi que les données disponibles 

jusqu’ici concernant la régulation du métabolisme secondaire chez l’agent de la pourriture grise. 
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Regulation of Secondary Metabolism in the Gray Mold
Fungus Botrytis cinerea

Muriel Viaud∗, Julia Schumacher, Antoine Porquier, and Adeline Simon

Abstract
Botrytis cinerea is responsible of the gray mold disease on a wide range of host
plants. During the infection process, it produces unspecific phytotoxins (botrydial
and botcinic acid) and other secondary metabolites that play a significant role in
plant tissue colonization. Regulation of the biosynthesis of these bioactive com-
pounds is therefore crucial for the outcome of fungus/plant interactions. Combining
genetics and transcriptomic approaches, the role of different signaling cascades,
transcription factors, and other regulators such as those belonging to the VELVET
complex have recently been investigated. Overall, these studies suggest a strong link
between the regulation of secondary metabolism and the light-dependent devel-
opment in B. cinerea. Further knowledge of the complex regulatory network con-
trolling secondary metabolism in B. cinerea is crucial to understand the interaction
between B. cinerea and its different host plants and may help to define new strategies
to control this crop-devastating fungus.

Botrytis cinerea, the Causal Agent of Gray Mold Disease

Botrytis cinerea Pers. Fr. causes severe pre- and postharvest crop losses on more than
200 host plants including important crops and is therefore one of the most studied
phytopathogenic fungi [1]. This Ascomycete (Leotiomycetes class, Sclerotiniaceae
family) is also named the gray mold agent because of the production of masses of
melanized conidia on infected plants. Conidia allow B. cinerea to disperse widely on
further plants while the ability to form sclerotia allows the fungus to survive in the
soil for extended periods. These melanized survival structures can also be fertilized
by microconidia from a strain of the opposing mating type to form fruiting bodies
(apothecia) with sexual recombinants (ascospores) [2, 3].

B. cinerea is considered a typical necrotroph, inducing host cell death and feed-
ing on dead tissues. Thanks to an arsenal of plant cell wall–degrading enzymes, to
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Expression
M C J  G  B

Key enzymes Known metabolites (in bold) or predicted ones

BcSTC1/ BOT2 Botrydial (BOT) [13]

BcPKS6/ BOA6S Botcinic acid, botcinins (BOA) [14-15]

Botcinic acid, botcinins (BOA) [14-15]BcPKS9/ BOA9S

BcSTC4 Sesquiterpene [5] 

BcPKS8S Reduced polyketide [16]

BcPKS13S (Conidial) DHN melanin [17-19]

BcABA1* Abscisic acid [12, 20]

BcCHS1/ BPKSS Pyrones, resorcylic acids, resorcinols [21]

BcOAHS Oxalic acid [22]

BcPHS1S Carotenoids and retinal [17]

BcPKS18S Polyketide [16] 

BcNRPS9 Peptide [23] 

BcPKS19 Polyketide [16] 

BcNRPS1S Peptide [23] 

BcNRPS7 Ferrichrome siderophore [23]

BcPKS4 Reduced polyketide [16] 

BcPKS5 Amino-acid containing polyketide [16] 

BcPKS11 Reduced polyketide [16] 

BcPKS12S (Sclerotial) DHN melanin [17, 19]

BcNRPS8 Peptide [23] 

BcPKS20 Polyketide [16] 

BcNRPS6S Coprogene siderophore [23] 

BcPKS7 Amino-acid containing polyketide [16]

BcDTC1 Diterpene [5] 

BcDMATS1S Alkaloid [5] 

BcNRPS2S Ferrichrome siderophore [23] 

BcPKS21S Polyketide [5] 

BcSTC3 Sesquiterpene [5] 

BcPKS15 Polyketide, probably orsellinic acid [24] 

BcSTC2 Sesquiterpene [5] 

BcNRPS3S Ferrichrome siderophore [23] 

BcDMATS2S Alkaloid [5] 

BcPKS3 Amino-acid containing polyketide [16] 

BcPKS1S Reduced polyketide [16] 

BcPAX1 Indole-diterpene [5]

BcPKS10S Reduced polyketide [16] 

BcPKS16 Polyketide [16] 

BcNRPS5S Peptide [23] 

BcDTC2 Diterpene [5] 

BcPKS14 Polyketide [16] 

BcPKS17 Polyketide [16] 

BcPKS2S Reduced polyketide [16] 

BcDTC3 Diterpene [5] 

BcNRPS4S Peptide [23] 

BcSTC5 Sesquiterpene [5] 
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Figure 11.1 Repertoire of the predicted
secondary metabolism key enzymes (KE) genes
in Botrytis cinerea and their expression in
different growth conditions. Conidial
suspensions of the wild type strain B05.10 were
incubated for 48 h on minimal medium (M),
complete medium (C), grape Juice medium (J),
grape berries (G; Vitis vinifera), or on bean
leaves (B; Phaseolus vulgaris). Expressions (i.e.,
log2-normalized intensities) from NimbleGen

array data were clustered and depicted by a
color scale, where light gray represent weakly
expressed genes and dark gray represent
highly expressed genes. SIndicates that the KE
is also present in the close species Sclerotinia
sclerotiorum [5]. *The KE responsible for ABA
synthesis remains unknown, so the gene
encoding the BcABA1 P450 monooxygenase
was included in the analysis [12].

←−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−

phytotoxic small proteins and metabolites, and to the ability to encounter strong
oxidative stress, the fungus can develop on many different host tissues under a wide
range of environmental conditions [3–7]. B. cinerea is more destructive on mature
or senescent tissues, but it can gain entry to these tissues at a much earlier stage and
remain quiescent until the host physiology becomes favorable for its proliferation
[3]. In some cases, the endophytic behavior of B. cinerea was clearly demonstrated
[8, 9]. Finally, under specific environmental conditions in vineyards, B. cinerea may
not cause gray mold but noble mold, which allows the production of sweet wines
like Sauternes. In this case, the development of the fungus is limited to the out-
ermost layers of grape epidermis [10]. In conclusion, B. cinerea encounters many
different biotic and abiotic interactions and consequently modifies its metabolism
and physiology to adapt to the altering environmental conditions.

Repertoire of Secondary Metabolites Produced by B. cinerea

Secondary metabolites (SMs) are expected to play an essential role in the versatile
life of B. cinerea as described in the previous section. In the pregenomic era of this
fungus, about eight families of SMs have been isolated from in vitro mycelium, but
sequencing of the genome revealed a repertoire of gene clusters dedicated to the
synthesis of approximately 40 different SMs [5, 11]. As in other fungi, these clusters
include one (or two) gene(s) encoding the key enzyme (KE) responsible for syn-
thesis of the raw product, genes encoding enzymes for further modifications and
in some cases, genes encoding transporters and/or regulators. Among the 44 KEs
(Figure 11.1) are many polyketide synthases (21 PKSs) [16, 21, 24], nonribosomal
peptide synthetases (9 NRPSs) [23], and sesquiterpene cyclases (5 STCs) and diter-
pene cyclases (3 DTCs). Notably, only 21 of these KE-encoding genes are shared with
the closest related genus Sclerotinia [5]. To date, only a small number of SMs have
been identified and connected with the genetic make-up of B. cinerea. Among them
are the predominant nonspecific toxins botrydial (BOT) and botcinic acid (BOA)
(Figure 11.2) and other SMs that may be involved in plant/fungus interactions:

• Botrydial (BOT) and related compounds are sesquiterpenoids [26]. The dis-
covery of the genetic basis for BOT biosynthesis included the identification
of a cluster of coregulated genes [13, 27]. Deletion analyses of bcbot1, bcbot3,
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bcbot4 encoding cytochrome P450 monooxygenases and bcbot2/bcstc1 encoding
a STC proved their requirements for BOT biosynthesis [13, 25] (I.G. Collado
et al., unpublished). BOT would trigger plant cell death via induction of the
hypersensitive response [28].

• Botcinic acid (BOA) and its derivatives (botcinins) are combined polyketides [29,
30]. The cluster of coregulated genes (bcboa1-17 ; Figure 11.2) includes two PKS-
encoding genes essential for BOA biosynthesis: BcBOA6 mediates the formation
of the tetraketide core, whereas BcBOA9 is responsible for the synthesis of the
side chain [14, 15]. Analysis of mutants lacking the ability to produce BOT, BOA,
or both toxins suggested a redundant role in plant tissue colonization [14]. Addi-
tionally, several botcinins would have antifungal activities [29, 30].

• Abscisic acid (ABA) is a plant hormone and belongs to the group of sesquiter-
penoids [31]. While in higher plants, its biosynthesis is mediated via the
carotenoid (CAR) pathway, B. cinerea synthesizes ABA directly from farnesyl
diphosphate via different oxidative steps. The B. cinerea KE gene responsible for
the first step of ABA biosynthesis remains unknown but a cluster of four genes
(bcaba1-4) involved in the later steps was characterized [12, 20]. To date, no
evidence exists that fungus-derived ABA influences fungus–host interactions
(V. Siewers and P. Tudzynski, unpublished).

• Oxalic acid (OA) is a compound that is produced via the oxaloacetate acetylhy-
drolase (OAH) in B. cinerea and Sclerotinia sclerotiorum. Loss of OA formation
affects virulence in closely related fungi in different ways: while it results in aviru-
lent mutants in S. sclerotiorum, bcoahA mutants are still able to colonize the host
tissue [22, 32, 33].

B. cinerea also produces several pigments that can act as protectants against UV
and other exogenous stresses (oxidative stresses, desiccation):

• 1,8-Dihydroxynaphthalene (DHN)-melanin is a polyketide derivative accumu-
lating in the conidiophores, conidia, and sclerotia of B. cinerea, giving them their
characteristic color [34, 35]. In contrast to other DHN-melanin forming fungi,
B. cinerea possesses two developmentally regulated PKS (KE)-encoding genes
(bcpks12, bcpks13), while the other melanogenic genes are present in single
copies [17]. Recently, it was shown that BcPKS12 and BcPKS13 provide the
precursors for sclerotial and conidial melanogenesis, respectively [18, 19].

• Carotenoids (CARs) are tetraterpenoids produced by plants and fungi to protect
cells from free radicals and singlet oxygen [36]. A cluster of four light-induced
genes (bop2-bcphd1-bcphs1-bccao1) was recently identified in B. cinerea [17] that
shares similarity with the CAR gene cluster in Fusarium fujikuroi suggesting that
B. cinerea produces CAR via a similar biosynthetic pathway than F. fujikuroi [37].

• Bikaverin (BIK), a red pigment, is a well-known polyketide in some Fusarium
species [38] but that is also produced by rare strains of B. cinerea due to a probable
horizontal gene transfer [39, 40].

The repertoire of KEs (Figure 11.1) suggests that B. cinerea can also produce sev-
eral siderophores [23] and many other SMs that remain to be chemically identified.
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Figure 11.2 The two toxins botcinic acid (BOA)
and botrydial (BOT) are produced from clusters
of co-regulated genes and have a redundant
role in virulence. (a) BOT and BOA clusters
predicted in the wild strain B05.10 [13, 14] and
surrounding AT-rich regions (J. van Kan et al.,
unpublished); chemical structures of BOT and
BOA (PubChem). The KE for BOT synthesis is
the Sesquiterpene cyclase (STC) encoded by
bcbot2/stc1. Other co-regulated genes encode
for P450 monooxygenases (bcbot1, 3, and 4)
also involved in BOT synthesis [12] (I. G. Collado
et al., unpublished) and a putative acetyl
transferase (bcbot5). Two KEs are required for
BOA synthesis: the polyketide synthases (PKSs)
bcbot6/pks6 and bcboa9/pks9 [14, 15]. Other
co-regulated genes encode for putative
monooxygenases (bcboa2, 3, 4, and 7),

dehydrogenases (bcboa5 and 17), a
FAD-binding protein (bcboa8), a dehydratase
(bcboa16), a thioesterase (bcboa10), a
transferase (bcboa11), and unknown proteins
(bcboa12, 14, and 16). A pathway-specific
Zn(II)2Cys6 transcription factor (TF) is encoded
by bcboa13 and a Nmr-A like regulator is
putatively encoded by bcboa1. (b) While both
single mutants Δbcboa6 and Δbcbot2,
impaired in BOA and BOT production,
respectively, are not altered in virulence
compared to the wild type (WT) strain (not
shown), the double ΔΔbcboa6-bcbot2 mutant,
unable to produce any toxin, causes significant
smaller necrotic lesions on several host plants.
Here, conidial suspensions were inoculated on
leaves of Phaseolus vulgaris (French bean) and
Vitis vinifera (grape) berries.
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Importantly, the property to produce the mentioned SMs varies among B. cinerea
wild strains. ABA and BIK are only formed by few strains [12, 40], and not all wild
strains produce OA, BOT, and BOA [41, 42].

Expression of SM Genes during In Vitro and In Planta Conditions

In the past years, several genome-wide expression studies were designed to inves-
tigate the transcriptome of B. cinerea either during saprophytic growth on various
culture media or during the infection process on different host plants. Figure 11.1
presents the expression patterns of the SM KE-encoding genes of the model strain
B05.10 after 2 days of growth in three in vitro conditions versus two in planta condi-
tions. The media used were minimal medium (M) [43], complete medium (C) [17],
and grape juice medium (J) [44]. The in planta conditions are grape berries (G) [43]
and bean leaves (B) [41] both at 48- h postinfection. Figure 11.1 highlights several
features about the regulation of SM in B. cinerea:
• About half of the KE-encoding genes (mainly those on the top of the Figure 11.1)

are highly expressed in at least one of the culture conditions. Among the
tested media, the one made with grape juice stimulates the highest number
of KE-encoding genes (16 genes highly expressed). This medium with a high
sugar content (about 200 g l−1), a low pH (around 4), and the presence of plant
compounds was originally designed to mimic the conditions that the fungus
encounters during infection of grape berries [44] and then chosen to compare
the expression of SM genes in different regulation mutants (see Section 11.5 and
Figure 11.3).

• In opposite, five of the KE-encoding genes (e.g., bcpks2 or bcdtc3) are not
expressed in any condition tested. Whether these genes are functional in B.
cinerea remains to be elucidated.

• Finally, the clustering shows that BOT and BOA KE-encoding genes have simi-
lar expression patterns. This coregulation includes also the other bcbot and bcboa
genes presented in Figure 11.2. These data indicate that the biosynthesis of both
toxins is activated during plant tissue colonization and in grape juice medium
but also in synthetic minimal medium. The moderate expression under in vitro
conditions has allowed for the identification of the underlying biosynthetic path-
ways [45].

Overall, the transcriptomic data indicate that, on one hand, the SM genes belong-
ing to one cluster are tightly coregulated [13, 14, 20] and, on the other hand, almost
each cluster has its own expression pattern when we consider the different growth
conditions. It is known from other fungi that the regulation of SM gene clusters
occurs at several levels, that is, by pathway-specific transcription factors (TFs) that
are usually encoded by a cluster gene, by broad domain TFs that integrate envi-
ronmental signals such as the availability of carbon and nitrogen sources and the
ambient pH, and by other global regulators that could affect gene expression via
chromatin remodeling [46–48]. Recent advances regarding B. cinerea are presented
in the following sections.
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Figure 11.3 Members of the VELVET complex
(BcVEL1, BcLAE1) and the light-responsive
transcription factor BcLTF1 control
light-dependent differentiation, secondary
metabolism, and virulence. (a) Phenotypes of
the deletion mutants in wild strain 1750 (BIK
producer) and the standard recipient strain
B05.10. OA – detection of oxalic formation by
acidification of the culture medium 6 dpi
(bluish green: pH >7, yellow pH <6).
DD – differentiation phenotype 12 dpi in
constant darkness; the WT:B05.10 produces
sclerotia while the other strains produce
conidia. MEL – accumulation of DHN melanin
in liquid cultures 7 dpi (minimal medium with
NaNO3 as nitrogen source). BIK – accumulation
of bikaverin in liquid cultures 7 dpi (minimal
medium with NH4NO3 as nitrogen source).
Virulence – lesion formation on primary leaves

of Phaseolus vulgaris (French bean) 6 dpi. (b)
Comparative gene expression studies of the
mutants. Conidial suspensions of the wild type
B05.10 and the three deletion mutants were
incubated for 48 h on solid grape juice medium
with cellophane overlays. Material from four
biological replicates were used for
hybridization of NimbleGen arrays. Statistical
analyses revealed 18 KE-encoding genes that
are differentially expressed in at least one
mutant (*: fold change >2; p <0.05). Relative
expression values of these genes (i.e.,
log2-normalized intensities scaled by gene)
were clustered and depicted by color scale, in
which shades of green and red represent
under- and overexpressed genes, respectively.
GEO accession GSE63021 and (A. Simon et al.,
unpublished).

Pathway-Specific Regulation by Transcription Factors

Many fungal SM gene clusters contain a gene that encodes a Zn(II)2Cys6 zinc finger
TF that specifically regulates the adjacent biosynthetic genes [48]. In B. cinerea,
40% of the SM clusters, including the BOA one, contain a gene encoding such
a candidate TF [5, 14]. The function of the candidate bcboa13 (Figure 11.2) was
recently investigated by gene deletion and expression analysis. Results indicated that
BcBOA13 regulates genes that are part of the BOA cluster but not other SM genes
such as those of the BOT cluster, suggesting that BcBOA13 is indeed a BOA-specific
TF (A. Porquier et al., unpublished). Another pathway-specific TF identified in B.
cinerea is the Zn(II)2Cys6 protein BcRUM1 (regulator of unknown metabolite).



208 11 Regulation of Secondary Metabolism in the Gray Mold Fungus Botrytis cinerea

Bcrum1 inactivation demonstrated that this TF is required for the co-expression
of the four adjacent genes that are all possibly involved in the biosynthesis of an
unknown metabolite during the early stages of the infection process [49].

As opposed to the BOA cluster, the predicted BOT cluster lacks a TF-encoding
gene (Figure 11.2) [13]. Therefore, a yeast one-hybrid (YOH) approach was devel-
oped to identify regulators of the BOT genes [44]. The bidirectional promoter of
bcbot1/bcbot2 was used as bait for screening a library containing 396 out of 406
B. cinerea TFs, revealing a physical interaction of the BOT promoter with a
Cys2His2 TF (BcYOH1). A global transcriptomic analysis of the Δbcyoh1 mutant
further revealed that this TF is not specific to the BOT cluster but is rather involved
in the regulation of a wide range of genes. The expression of 22 SM clusters
including the BOT and BOA ones appeared BcYOH1 dependent. Moreover, the
expression of genes involved in other processes such as carbohydrate metabolism,
transport, virulence, or detoxification was also affected in the Δbcyoh1 mutant [44].
Further experiments are ongoing to identify a possible BOT-specific TF.

Concerted Regulation of Secondary Metabolism and
Light-Dependent Development

A prominent global regulator of fungal SM is the putative methyltransferase LaeA
(loss of aflR expression) that was first identified in Aspergillus nidulans as a regula-
tor of SM gene clusters [50, 51]. Later, LaeA was shown to form a protein (VELVET)
complex with the fungal regulatory proteins VeA and VelB that coordinates devel-
opment and secondary metabolism in response to light in A. nidulans and other
filamentous ascomycetes [52–54]. Light is also an important environmental cue for
B. cinerea as it triggers the formation of macroconidia and represses the formation
of sclerotia. Like A. nidulans, B. cinerea contains a VELVET complex composed of
the orthologs BcVEL1 (VeA), BcVEL2 (VelB), and BcLAE1 (LaeA) whereby BcVEL1
functions as the bridging partner by interacting with both BcVEL2 and BcLAE1 [55].
General features ofΔbcvel1 andΔbclae1 mutants are the “always conidia” phenotype
(conidiation in light and darkness accompanied by the loss of sclerotia formation),
increased production of conidial/BcPKS13-derived melanin, loss of OA formation,
deregulation of several SM-related genes, and reduced virulence on bean and tomato
(Figure 11.3) [41, 55]. The deletion of the VelB ortholog BcVEL2 results in a similar
phenotype to that ofΔbcvel1 regarding differentiation and virulence [56], which is in
accordance with the interaction found between these two proteins. The outstanding
role of BcVEL1 as the central part of the VELVET complex that links development
and virulence is furthermore supported by the finding that mutations of this gene
(single nucleotide polymorphisms causing stop codons) were identified in two wild
strains (T4, 1750) showing the “always conidia” phenotype and reduced aggressive-
ness on the host [40, 41]. The latter strain (1750) belongs to the group of the BIK
producers; and by targeted deletion of the whole bcvel1 in this genetic background
it was shown that the formation of the red pigment depends on the VELVET complex
(Figure 11.3) [40].
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Recently, the light-responsive TF1 (BcLTF1) was identified by a random muta-
genesis approach. As deletion mutants of the VELVET complex, the Δbcltf1
mutant exhibits hyper-conidiation accompanied by increased production of
conidial/BcPKS13-derived melanin and loss of sclerotia formation (Figure 11.3).
However, in contrast to the other mutants, Δbcltf1 mutants massively suffer
from oxidative stress and are therefore severely impaired in growth in the light.
Microarray analyses were performed to compare the transcriptional responses to
60 min of light treatment between undifferentiated mycelia of the wild type and
the mutant demonstrating that BcLTF1 is required for proper regulation of the
majority of light-responsive genes and additionally for the regulation of SM-related
genes in a light-independent manner [17]. However, the question remains open
whether BcLTF1 directly affects SM by its function as a TF or whether the effect
is indirect and possibly due to changes in primary metabolism and/or the cellular
redox status.

For the direct comparison of the impacts of BcVEL1, BcLAE1, and BcLTF1 on
gene expression, a microarray approach was performed using grape juice medium
and the three deletion mutants (Figure 11.3). Even under this condition, the dele-
tion of bcltf1 affected the expression profile of 11 KE-encoding genes; six genes are
underexpressed and five genes are overexpressed compared to the wild type. Bcpks13
is also overexpressed in the mutant, but to a lesser extent than on complete medium
[17]. This is because bcpks13 is already strongly expressed in the wild type on grape
juice medium compared to the complete medium (Figure 11.1). The deletions of
both VELVET complex members affect the expression levels of several KE-encoding
genes; the profiles were similar but not identical. Thus, bcpks7 is underexpressed in
Δbcvel1 and Δbcltf1 but not in Δbclae1, and bcnrps1 is underexpressed in Δbclae1
only [55] (J. Schumacher et al., unpublished).

BcWCL1 (“white collar”-like 1) is an example for a broad-domain TF that allows
for the integration of light signals due to a blue light-sensing LOV (light-oxygen-
voltage) domain. Deletion mutants exhibit hyper-conidiation as well but are not
affected in OA formation and virulence in standard illumination conditions.
Moreover, the mutants are partially “blind”: expression of certain light-responsive
genes is no longer induced by light [57]. Recent genome-wide expression analyses
revealed that a couple of KE-encoding genes are differentially expressed in the
mutant, for example, bcpks13 (conidial melanin) is overexpressed while bcphs1
(CARs and retinal) is not induced in response to light treatment in the mutant
(J. Schumacher et al., unpublished).

The strong interdependence of SM and light-dependent development in B. cinerea
is furthermore supported by identification of other mutants that are affected in both
processes. For instance, the deletion of the bZIP-TF BcATF1 results in increased
accumulation of aerial hyphae, reduced conidiation, loss of sclerotia formation, and
increased production of BOA and BOT, which is accompanied by slightly increased
colonization efficiencies on different host plants. Though BOA- and BOT-encoding
genes are underexpressed in the mutant, no physical interactions between their pro-
moters and BcATF1 could be established by yeast one-hybrid experiments, which
suggests an indirect effect on SM-related gene expression [58].
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Regulation of Secondary Metabolism by Conserved Signal
Transduction Pathways

Another level of regulation of SM is mediated by conserved signal transduction
pathways that comprise cAMP (cyclic adenosine monophosphate) and Ca2+ as sec-
ond messengers and further include Ras superfamily proteins and mitogen-activated
protein (MAP) kinases. These pathways may regulate broad domain and pathway-
specific TFs. The key components of the pathways including the three MAP kinases
BMP1 (FUS3/KSS1 ortholog), BMP3 (SLT2 ortholog) and BcSAK1 (HOG (high
osmolarity glycerol) ortholog), the adenylate cyclase BAC and the protein kinase
A (PKA) that are part of the cAMP cascade, and the calcineurin phosphatase (CN)
as one of the main actors of the Ca2+ signaling pathway. Heterotrimeric G proteins
that act as upstream elements have also been functionally studied in B. cinerea with
regard to development, responses to different kinds of stresses as well as virulence
[59, 60]. However, not much is known how these signaling pathways influence SM.
The deletions of the three MAP kinases affect the production of melanin, which is
accompanied by defects in proper differentiation of conidia and/or sclerotia [61].
A recent study revealed impact of the stress-activated MAP kinase BcSAK1 on the
formation of the known phytotoxins: BOT, BOA, and its derivatives are produced in
much lower quantities in axenic cultures of Δbcsak1 mutants compared to the wild
type [62]. The same effect was found in deletion mutants of the G𝛼 subunit BCG1.
As mutants of the cAMP pathway, that is, Δbac and Δbcpka1 mutants are not
impaired in the formation of toxins [63], a second downstream pathway of BCG1
has been hypothesized. This turned out to be the Ca2+/CN pathway that is linked
with the heterotrimeric G protein via a phospholipase C (BcPLC1) [64]. The inhibi-
tion of CN by cyclosporine A and the deletion of components of the latter pathway
such as the CN regulator BcRCN1 and the CN-responsive TF BcCRZ1 resulted in
decreased expression levels of BOT- and BOA-biosynthetic genes [27, 66]. More
recently, the contribution of Ca2+-dependent signal transduction to the regulation
of the carotenogenic genes has been revealed; their expression levels are induced
by Ca2+ addition, suggesting a link between Ca2+- and light-/BcWCL1-dependent
signaling (J. Schumacher et al., unpublished).

Role of the Chromatin Landscape in the Regulation of Secondary
Metabolism?

Active TFs are not always sufficient to express SM genes as clusters can be embed-
ded within transcriptionally silent heterochromatin. Chromatin-based regulation
through histone acetylation and methylation has recently been shown to play a sig-
nificant role in the regulation of SM clusters in A. nidulans and other model fungi
[47, 48, 67]. In B. cinerea, the occurrence of such mechanisms has not yet been
shown, but several relevant clues are already available.

Firstly, some of the clusters are in particular genomic environments. The whole
genome sequence of B. cinerea was recently assembled into 16 core chromosomes
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(J. van Kan et al., unpublished) and this revealed that six SM gene clusters includ-
ing the BOA one are located in subtelomeric regions. bcboa1 is even the closest
gene to one of the telomeres of chromosome 1. Studies in other fungi have shown
that these regions are more often subjected to chromatin-mediated regulation [67].
In addition, both BOT and BOA clusters are surrounded by several kb of AT-rich
regions (>80%; Figure 11.2) [14] (J. van Kan et al., unpublished). In the case of the
BOA cluster, a 16 kb-stretch of AT-rich sequence is even present inside the clus-
ter between bcboa6 and bcboa7 . Again, such AT-rich regions may correspond to
heterochromatin structure and may be under the control of histone modifiers as
demonstrated for effector genes that are specifically expressed during infection in
Leptosphaeria maculans [68]. The fact that the clusters encoding the two main phy-
totoxins of B. cinerea share similar AT-rich surrounding regions raises questions
about the importance of the role of these genomic features in chromatin structure
and gene expression.

Secondly, the characterization of several regulators in B. cinerea revealed a possi-
ble involvement of chromatin-mediated regulation. The mode of action of the global
regulator LaeA mentioned above remains enigmatic, but they are some evidences in
A. nidulans that it counteracts some silencing heterochromatic marks [69].

Another example is the transcriptional regulator BcREG1 that is required for coni-
diogenesis, production of BOA and BOT, and colonization of the host tissues [70].
The mode of action of BcREG1 remains obscure, but a recent study on the ortholog
SGE1 in Fusarium fujikuroi suggests that these regulators may act on the chromatin
level [71].

Finally, the mutation of bcspt3, encoding a component of the multisubunit
SAGA (Spt-Ada-Gcn5-acetyltransferase) complex, resulted in an altered brown-
ish/yellowish pigmentation suggesting that the disruption of the SAGA complex
may affect the repertoire of expressed SM genes in B. cinerea [72]. The SAGA
complex is required to activate transcription of a subset of RNA polymerase II-
dependent genes by modifying the histones, especially in response to environmental
stresses [73, 74].

Genetic studies on histone modifiers are currently in progress to investigate the
role of chromatin modifications (methylation and acetylation) in the regulation of
secondary metabolism in B. cinerea (J. Schumacher et al., unpublished; A. Porquier
et al, unpublished).

Concluding Remarks

Although many actors of the regulation of the secondary metabolism in B. cinerea
have been identified in the past years, important studies remain to be conducted
to understand the complex regulatory network from the upstream environmental
signals to the downstream regulators that directly interact with SM biosynthetic
gene clusters to allow the production of bioactive compounds. This knowledge
is crucial to understand the development and virulence of B. cinerea and may
provide useful start points for the identification of new biological targets to control
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this crop-devastating fungus. This knowledge could also provide approaches to
“wake up” silent SM clusters during in vitro growth and discover new bioactive
compounds. Possible approaches include genetic engineering (e.g., overexpression
of pathway-specific TFs, modification of the chromatin landscape) and co-culturing
with other microorganisms [47, 74]. In addition to their activities toward plants,
new SMs isolated from B. cinerea could have interesting toxic activities toward
other organisms (fungi, oomycetes, insects, bacteria, nematodes, etc.) that can be
exploited in biotechnology. Indeed, as more fungal genome sequences are becoming
available and more SM biosynthetic genes are being identified, fungi re-emerge as
important resources for new therapeutic and agrochemical agents [75, 76].
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5. Objectifs de mon projet de thèse 

 Le pouvoir pathogène de B. cinerea repose en partie sur la production de phytotoxines 

impliquées dans l’induction de la mort cellulaire chez l’hôte. Cependant, les mécanismes qui 

gouvernent la production de ces métabolites restaient inexpliqués avant le début de ma thèse. 

L’objectif de mon projet était donc d’étudier les mécanismes qui permettent la régulation du 

métabolisme secondaire chez B. cinerea. Plus particulièrement, je me suis intéressé à la 

régulation de la production de métabolites impliqués dans le processus nécrotrophe. D’après ce 

qui a été présenté dans cette introduction générale, des acteurs agissant à différents niveaux 

hiérarchiques gouvernent l’expression du métabolisme secondaire chez d’autres espèces fongiques. 

Durant ma thèse, j’ai donc voulu répondre aux questions suivantes : 1. Des facteurs de transcription 

spécifiques sont-ils impliqués dans la régulation des clusters du métabolisme secondaire chez B. 

cinerea ? 2. Est-ce que la structure de la chromatine a un rôle dans le contrôle de l’expression de 

ces mêmes clusters ? Pour répondre à ces questions, je me suis particulièrement intéressé aux clusters 

BOT (responsable de la production de botrydial), BOA (responsable de la production d’acide 

botcinique) et PKS7 (responsable de la production d’un métabolite putatif potentiellement impliqué 

dans le pouvoir pathogène de B. cinerea). Dans le Chapitre I, nous avons mené la caractérisation de 

du FT spécifique putatif (BcBot6) du cluster BOT. Le Chapitre II présente la caractérisation du FT 

majeur de la production d’acide botcinique (BcBoa13). En plus de ces deux phytotoxines connues 

chez B. cinerea (botrydial et acide botcinique), nous nous sommes intéressés à un métabolite putatif 

produit par le cluster PKS7. Dans le cadre d’un travail annexe à mon objectif principal, nous avons 

cherché à isoler ce métabolite pour le caractériser. Cette étude est présentée dans le Chapitre III. 

Finalement, pour tester l’hypothèse d’une régulation chromatinienne des clusters BOT, BOA et PKS7, 

nous avons initié la caractérisation de trois modificateurs chromatiniens (Chapitre IV). 

 Au cours de ma thèse nous avons eu accès à la nouvelle annotation du génome de B05.10 (van 

Kan et al., 2016). Grâce à l’obtention de ces informations, nous avons pu localiser les clusters prédits 

du métabolisme secondaire sur le génome (Fig. 25). Ces données sont importantes puisque plusieurs 

études suggèrent que la localisation et l’environnement génomique des clusters du métabolisme 
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secondaire sont impliqués dans leur régulation. Ces aspects sont discutés dans les différents chapitres 

de ce manuscrit. 
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Fig. 25. Représentation de la localisation des clusters du métabolisme secondaire, des éléments 

transposables ainsi que de l’évolution du pourcentage G+C sur les chromosomes chez B05.10. 
Les clusters du métabolisme secondaire chez B05.10 sont présentés dans la partie 4 de cette 

Introduction générale. L’annotation des éléments transposables (TE ici) a été réalisée sur l’ensemble 

du génome de référence de B05.10 (Porquier et al., 2016; Chapitre I). L’évolution du pourcentage 

G+C a été visualisée grâce au calcul de points de segmentation par GC-profile (Gao et Zhang, 2006). 
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Chapitre I 

 

Régulation spécifique du cluster du 

botrydial chez B. cinerea 
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Présentation de l’article  

 La production de phytotoxines est impliquée dans le pouvoir pathogène de B. cinerea (Siewers 

et al., 2005; Dalmais et al., 2011; Rossi et al., 2011). Le botrydial est probablement le métabolite le 

plus connu et le plus étudié parmi les molécules produites par l’agent de la pourriture grise. L’étude 

des acteurs qui gouvernent l’expression des gènes Bcbot responsables de sa synthèse présente donc un 

intérêt pour avoir une vue globale des mécanismes aboutissant à la production de ce métabolite 

phytotoxique. 

 Avec les données génomiques disponibles avant la publication de la nouvelle annotation de 

B05.10, aucun FT spécifique du cluster BOT n’avait pu être identifié malgré des recherches actives 

(Simon et al., 2013). Grâce aux nouvelles données génomiques disponibles (van Kan et al., 2016), 

nous avons identifié un gène candidat localisé à proximité des gènes Bcbot déjà caractérisés et 

susceptible de coder un FT spécifique du cluster BOT. La caractérisation de ce gène est présentée ci-

après dans l’article « The botrydial biosynthetic gene cluster of Botrytis cinerea displays a 

bipartite genomic structure and is positively regulated by the putative Zn(II)2Cys6 transcription 

factor BcBot6. » publié dans Fungal Genetics and Biology en Octobre 2016. 
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a b s t r a c t

Botrydial (BOT) is a non-host specific phytotoxin produced by the polyphagous phytopathogenic fungus
Botrytis cinerea. The genomic region of the BOT biosynthetic gene cluster was investigated and revealed
two additional genes named Bcbot6 and Bcbot7. Analysis revealed that the G + C/A + T-equilibrated
regions that contain the Bcbot genes alternate with A + T-rich regions made of relics of transposable ele-
ments that have undergone repeat-induced point mutations (RIP). Furthermore, BcBot6, a Zn(II)2Cys6
putative transcription factor was identified as a nuclear protein and the major positive regulator of
BOT biosynthesis. In addition, the phenotype of the DBcbot6 mutant indicated that BcBot6 and therefore
BOT are dispensable for the development, pathogenicity and response to abiotic stresses in the B. cinerea
strain B05.10. Finally, our data revealed that B. pseudocinerea, that is also polyphagous and lives in sym-
patry with B. cinerea, lacks the ability to produce BOT. Identification of BcBot6 as the major regulator of
BOT synthesis is the first step towards a comprehensive understanding of the complete regulation net-
work of BOT synthesis and of its ecological role in the B. cinerea life cycle.

� 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Filamentous fungi are well-known producers of so-called sec-
ondary metabolites (SMs) or natural products, many of which con-
fer either beneficial or detrimental properties. For example, the
polyketide lovastatin is widely used as an anti-cholesterol drug
(Manzoni and Rollini, 2002) whereas aflatoxin is carcinogenic
and is a threat for both humans and animals (Hoffmeister and
Keller, 2007). These molecules, generally of low molecular weight,
can be considered as conditional for fungal growth and their pro-
duction is often linked to developmental programs (Calvo et al.,
2002). In most cases, their role is unknown but some studies

demonstrate their importance for protecting fungi e.g. against pre-
dation (Rohlfs and Churchill, 2011) or to survive in hostile environ-
ment (Eisenman and Casadevall, 2012). Unique features of the
genes involved in SM biosynthesis is their genomic co-
localization (Smith et al., 1990; Keller and Hohn, 1997;
Hoffmeister and Keller, 2007) as well as their co-regulation (Yin
and Keller, 2011).

To be able to finely respond to different stimuli, fungi have
evolved sophisticated gene regulation mechanisms. In particular,
the ability of fungi to produce SMs during orchestrated time and
in different environments implies complex hierarchical regulatory
mechanisms. Around 60% of known fungal secondary metabolism
gene clusters possess a pathway specific transcription factor (TF;
Brakhage, 2012). In general, those proteins belong to the Zn(II)2-
Cys6 TF family and specifically regulate the genes of their corre-
sponding cluster (Knox and Keller, 2015).

In addition to a specific type of regulators, broad domain TFs are
involved in the regulation of fungal genes involved in SMs pro-
duced in response to environmental stimuli (e.g. pH, carbon and

http://dx.doi.org/10.1016/j.fgb.2016.10.003
1087-1845/� 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.
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nitrogen source or redox status) (Brakhage, 2012). One example is
the GATA TF AreA that regulates different clusters in diverse fungal
species according to the available nitrogen source (Tudzynski et al.,
1999; Kim and Woloshuk, 2008; Tudzynski, 2014).

Even though the action of TFs is necessary to regulate fungal SM
genes, it is not always sufficient. Indeed, chromatin is a dynamic
structure that can switch from the transcriptionally permissive
euchromatin (opened state) to the repressive heterochromatin
(condensed state) and vice versa (Palmer and Keller, 2010). This
process is mediated by post-translational modifications of histone
residues such as the trimethylation of the lysine 9 residue of his-
tone 3 (H3K9me3) deposited by DIM-5 in Neurospora crassa
(Tamaru and Selker, 2001). The presence of H3K9me3 mark is often
associated with A + T-rich sequences that result through a process
known as RIP for Repeat-Induced Point mutations (Hane et al.,
2015). This pre-meiotic defense system aims to protect the genome
from invasive elements such as transposable elements (TEs) or
viruses by mutating C to T bases within duplicated sequences.

The putative methyltransferase LaeA is another important glo-
bal regulator of SM in fungi is the putative methyltransferase LaeA.
This nuclear protein interacts with VeA and VelB to form the fungal
specific Velvet complex that mediates development and SM genes
expression in response to light (Bayram et al., 2008). The mode of
action of LaeA is currently unknown but a study in Aspergillus nidu-
lans by Reyes-Dominguez et al. (2010) suggests that it might coun-
teract the establishment of the repressive H3K9me3 mark and
thereby have an impact on chromatin structure.

Botrytis cinerea is an Ascomycetous necrotrophic fungus that
induces gray mold disease on more than 1400 plant species (Elad
et al., 2016). This fungus is considered as one of the most important
fungal plant pathogens and causes important economic losses on
grapevine and many other fruits and flowers (Dean et al., 2012).
Numerous SMs have been isolated from B. cinerea fermentation
cultures (Collado et al., 2007; Collado and Viaud, 2016) including
two non-host specific phytotoxins: the sesquiterpene botrydial
(BOT) and its derivatives (botryanes) as well as the polyketide bot-
cinic acid (BOA) and the structurally related botcinins. The genes
involved in the production of both BOT and BOA are organized in
clusters within the B. cinerea genome. The BOT gene cluster con-
tains five genes encoding biosynthesis enzymes. Bcbot2 encodes a
sesquiterpene cyclase which is the first fungal key enzyme demon-
strated to be able to convert farnesyl pyrophosphate into
presilphiperfolan-8-beta-ol (Pinedo et al., 2008). Bcbot1, Bcbot3
and Bcbot4 encode cytochrome P450 proteins. Finally, Bcbot5
encodes a putative acetyl transferase probably also involved in
the biosynthesis of the toxin (Siewers et al., 2005; Collado and
Viaud, 2016). The BOA cluster is composed of sixteen predicted
genes with two encoding the polyketide synthase (PKS) key
enzymes (namely Bcboa6 and Bcboa9), ten encoding enzymes puta-
tively involved in the further steps of the biosynthesis and two
encoding putative regulators: a putative NmrA-like regulator
(Bcboa1) and a putative specific regulator encoding a Zn(II)2Cys6
TF (Bcboa13) (Dalmais et al., 2011).

Both BOT and BOA are phytotoxic. BOT is produced during
infection in planta (Deighton et al., 2001) and has been shown to
induce chlorosis symptoms typical of the gray mold when applied
exogenously (Rebordinos et al., 1996; Colmenares et al., 2002).
Dihydrobotrydial and other derivatives also display phytotoxic
activity but to a lesser extent than BOT (Durán-Patrón et al.,
1999; Colmenares et al., 2002; Collado and Viaud, 2016). In the
same manner, exogenous application of BOA and derivatives leads
to chlorosis and necrosis on different plant hosts underlying their
phytotoxic activity (Cutler et al., 1993, 1996). Inactivation of both
Bcbot2 and Bcboa6 and the subsequent absence of BOT and BOA
production showed that these toxins are involved in the coloniza-
tion of plant tissues (Dalmais et al., 2011). Nevertheless, their

mode of action remains enigmatic and only scarce information is
available regarding their regulation.

To date it has been demonstrated that both BOA and BOT gene
clusters are under the control of two signal transduction pathways.
The first one cascade involves BCG1 a subunit of a heterotrimeric G
protein, phospholipase C (BcPlc1), calcineurin phosphatase and the
downstream C2H2 TF BcCrz1 (Viaud et al., 2003; Pinedo et al., 2008;
Schumacher, 2008a, 2008b; Dalmais et al., 2011). The second is the
stress-induced MAP kinase cascade (Heller et al., 2012) with the
downstream bZIP TF BcAtf1 (Temme et al., 2012) and the BcReg1
transcriptional regulator (Michielse et al., 2011). In addition, it
was demonstrated that B. cinerea secondary metabolism is greatly
influenced by light-dependent development (Viaud et al., 2016). In
B. cinerea, the perception of light triggers the production of macro-
conidia and represses the formation of sclerotia. This developmen-
tal program involves the members of the Velvet complex BcVel1,
BcVel2 and BcLae1 (the orthologs of VeA, VelB and LaeA, respec-
tively) (Schumacher et al., 2012, 2015; Yang et al., 2013). The dele-
tion of the Velvet partners leads to abnormal constant production
of conidia even in sclerotia-inducing conditions i.e. darkness,
increase in conidial melanin (Schumacher, 2016), loss of oxalic acid
formation and reduced virulence. In addition, sixteen SM gene
clusters are affected by either deletion of Bcvel1 or Bclae1 or by
both. In particular, the BOT and BOA gene clusters were shown
to be positively regulated by BcLae1.

The gene deletion of all the regulators presented above results
in pleiotropic phenotypes and does not point to specific regulation
of the biosynthesis of the BOT and BOA phytotoxins. As introduced
above, the gene Bcboa13 located in the BOA gene cluster is pre-
dicted to encode a Zn(II)2Cys6 TF and is likely a pathway specific
regulator (Dalmais et al., 2011). In contrast, no gene encoding a
putative regulator has been identified to date in the BOT gene clus-
ter. To find a BOT specific regulator, Simon et al. (2013) constructed
a Yeast One Hybrid library containing nearly all B. cinerea TFs (396
out of the 406 predicted TFs). The screening of the library using the
bidirectional promoter of Bcbot1-2 as bait led to the identification
of the C2H2 TF BcYoh1. A global transcriptomic analysis of the
DBcyoh1 mutant revealed this TF to be a global transcriptional reg-
ulator not only acting on the BOT and other SM gene clusters but
also on carbohydrate metabolism, transport, virulence and detoxi-
fication mechanisms.

Until this report, the existence of a BOT-specific TF was still
hypothetical. The publication of the complete de novo assembly
of the WT strain B05.10 allowed us to identify a putative Zn(II)2-
Cys6 TF-encoding gene located adjacent to known Bcbot genes. In
this study, we aimed to functionally characterize this gene and to
investigate its presumed regulatory role on the BOT gene cluster.
Through gene inactivation, the function of BcBot6 as a positive reg-
ulator of BOT production was examined. Moreover, we explored
the genomic region containing Bcbot genes for A + T-rich regions/
islands and the presence of RIPed TEs. Finally, we questioned the
role of BOT in fungal development, virulence and response to abi-
otic stresses through a combination of genetic and molecular
approaches.

2. Material and methods

2.1. Cultivation of B. cinerea strains

The Botrytis cinerea Pers.: Fr. model strain B05.10 was used as a
recipient strain for genetic modifications (Quidde et al., 1998).
Routine cultivation of the strains was carried out on rich medium
(RM; 20 g/L malt extract, 5 g/L yeast extract and 15 g/L agar) sup-
plemented, for mutant strains, with hygromycin B (Sigma-
Aldrich; 100 lg/ml) or nourseothricin (Werner Bioagents; 80 lg/
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mL). The plates were incubated in an environmental chamber at
21 �C with an alternation of 12 h of white light and 12 h of dark-
ness. Minimal medium (MM; 20 g/L glucose, 2 g/L NaNO3, 15 g/L
agar, 1 g/L KH2PO4, 0.5 g/L KCl, 0.5 g/L MgSO4, 7H2O, 0.01 g/L FeSO4,
7H2O) and grape juice medium (pH adjusted to 4; 15 g/L agar)
were also used for specific purposes. In the modified MM with
ammonium, (NH4)2SO4 at 12.5 mM was used instead of NaNO3.
For the expression assays, pre-cultures were grown for 8 days on
RM. Then, 300 ll of a 106 conidia/ml suspension were spread onto
the indicated medium. The samples were collected after the
required growth period. The alternation of white light and dark-
ness was conducted in a Sanyo MLR-350H environmental chamber
with fluorescent tubes OSRAM L 36W/640.

2.2. Bioinformatics

The gapless genome of the strain B05.10 is available at the
EnsemblFungi database (van Kan et al., 2016) (Genbank
CP009805.1 to CP009822.1). The isochore-like structure of each
chromosome was determined by the GC-profile software (Gao
and Zhang, 2006) with parameters for detecting isochores in
eukaryotic genomes, i.e. minimum length = 3000 bp, halting
parameter = 100, gap size < 1% of the chromosome size.

Transposons were searched in the genome sequence using the
previously described REPET package (http://urgi.versailles.inra.
fr/tools/REPET;Amselem et al., 2015). The TEdenovo pipeline
(Flutre et al., 2011) was used to detect repeated elements in the
genome and to provide a consensus sequence for each family. In
the first step, Blaster was used with the following parameters:
identity >90%, HSPs (High Scoring segments Pairs) length >100b
and <20 Kb, e-value 6 1e�300. Found HSPs were clustered with
three different methods: Piler (Edgar and Myers, 2005), Grouper
(Quesneville et al., 2005) and Recon (Bao and Eddy, 2002). For each
cluster of sequences, a consensus was generated using multiple
alignments of the 3–20 longest members. Consensus sequences
were then classified according to their structure and similarities
with the Repbase Update (v20.05; Jurka et al., 2005), rRNA_Eukary-
ota.fsa and Pfam27.0_GypsyDB.hmm. Consensus sequences with-
out any known structure or similarity were classified as ‘‘noCat”
and those noCat consensus built from less than ten HSPs were
eliminated. Consensus sequences classified as simple sequence
repeats (SSR e.g. micro/mini-satellites) or containing more than
30% of SSR were also eliminated. The resulting library of consensus
sequences was used to annotate TE copies in the whole genome
using the TEannot pipeline (Quesneville et al., 2005). In addition,
a ‘‘long join procedure” (Flutre et al., 2011) was used to address
the problem of nested TEs i.e. TEs interrupted by other TEs that
were inserted more recently. Alignment between the TE detected
in the BOT gene cluster and its corresponding TE consensus
(DXX-MITE_P15.8) was used to estimate the transition/transver-
sion rate and the RIP mutations, using RIPCAL (Hane and Oliver,
2008). All possible RIP mutations (CA? TA, CT? TT, CC? TC,
CG? TG and their reverse complements) were computed. RIP
indices were estimated on the chromosome 12 (BCIN12) from
genomic position 2205751 to 2248650. RIP indices were analyzed
in sliding windows of 500 nt, with 400 nt shifts, for both CA? TA
and CT? TT conversions, and their reverse complement TG? TA
and AG? AA respectively, by: RIP_CA = TA/(CA + TG) and
RIP_CT = (TT + AA)/(CT + AG), according to (Hane and Oliver,
2008). The G + C percentage was calculated on the same sliding
windows.

The nuclear localization signal (NLS) and nuclear export signal
(NES) of the BcBot6 protein were respectively predicted withWOLF
pSORT (http://www.genscript.com/wolf-psort.html) and NetNES
1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/) using the

Bcin12g06420 protein sequence. The Zn(II)2Cys6 domain was pre-
dicted using InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).

The updated functional data regarding the BOT gene cluster
were deposited at the Minimum Information about a Biosynthetic
Gene cluster (MIBiG) repository with the reference BGC0000631
(http://mibig.secondarymetabolites.org/; Medema et al., 2015).

2.3. Standard molecular methods

All primers used in this study are listed in Table S1. Fungal
genomic DNA was prepared using a Sarcosyl-based protocol as in
Dalmais et al. (2011). For diagnostic PCR reactions, the Mytaq poly-
merase (Bioline) was used according to the manufacturer recom-
mendations and the high fidelity Accuzyme polymerase (Bioline)
was used for cloning purposes. For Southern blot analysis of the
Bcbot6 related mutants and the screening of the Bcbot2 gene
among Botrytis species, genomic DNAs were digested with the
restriction enzyme ClaI, and EcoRI, respectively. Then, genomic
fragments were separated on 0.8% (wt/vol) agarose gel and trans-
ferred to Biodyne B (Positive) TM membrane (MPbio). Blot
hybridization was performed using the DIG DNA labelling and
detection kit by Roche according to the manufacturer’s
instructions.

2.4. Construction of mutant strains

All designed constructs are presented in Fig. S1. For inactivation
of Bcbot6 (Bcin12g06420), the 50 (0.960 kb) and 30 (0.364 kb) flank-
ing non coding regions of the gene were amplified using the pri-
mers AP112 and AP113 and AP114 and AP115, respectively.
Those constructs were then assembled with the hygromycin B
resistance (hph) cassette (PtrpC::hph, amplified (1047 bp) with pri-
mers hphF and hphR using pCSN44 as template) and EcoRI/XhoI
digested pRS426 by yeast recombinational cloning thanks to over-
lapping tails on the primers. The pRS426 and pCSN44 plasmids,
and the yeast strain FY834 were obtained from the Fungal Genetics
Stock Center (http://www.fgsc.net/gpkit.html; Colot et al., 2006).
Two fragments were amplified from the yielded plasmids using
AP112 and Hygro 8-50 primers (amplifying the non-coding 50

region of Bcbot6 and the first part of the cassette) and AP115 and
Hygro 7-30 primers (amplifying the non-coding 30 part of Bcbot6
and the second part of the cassette), purified and used to transform
protoplasts of the B. cinerea strain B05.10 (Levis et al., 1997) by the
split marker technique (Fairhead et al., 1996; Catlett et al., 2003).
The integration of the cassette was checked on hygromycin resis-
tant individuals using AP117 (in the non-coding 30 part of Bcbot6,
outside of the used homologous region) and hygrofinU (inside of
the cassette, in PtrpC) primers. A single round of monospore isola-
tion was necessary to obtain homokaryotic transformants (verified
using AP117 and AP118 (inside of the Bcbot6 ORF) primers). Two
homokarotic mutants were selected to confirm the integration of
a single copy of the resistance cassette at the targeted locus by
Southern blot analysis using a hph-designed probe (using hphR
and hygro 8-50 primers). The DBcbot6 71.3 was chosen to be com-
plemented with the integration of Bcbot6 both at the native gene
locus (in loco) and at the nitrate reductase BcniaD locus. The vector
pcDBcbot6CIL was generated in yeast by cotransformation of four
PCR products (AP112/AP172, AP173/AP174, AP Nat1 pNDN F/AP
Nat1 pNDN R and AP175/AP176) and EcoRI/XhoI digested pRS426
allowing to construct a DNA fragment containing the non-coding
50 region of Bcbot6, the Bcbot6 ORF, the first part of non-coding 30

region of Bcbot6, the nourseothricin resistance cassette of pNDN-
OGG (Schumacher, 2012) and the second part of the non-coding
30 part of Bcbot6. The correct assembly of the complementation
cassette was checked by PCR reactions (BcniaD 50 sF1/AP118,
AP137/AP136) and by sequencing (using primers AP120, AP158,
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AP132 and hygrofinU). The vector pcDBcbot6niaD was generated in
yeast by co-transformation by two PCR products (AP177/AP173
and AP172/AP178) and SpeI/BglII digested pNDN-OGG
(Schumacher, 2012) resulting in a DNA fragment containing the
non-coding 50 region of BcniaD, the non-coding 30 region of Bcbot6,
the non-coding 50 region of Bcbot6, the nourseothricin resistance
cassette (PoliC::nat1) and the non-coding 30 part of BcniaD. The cor-
rect assembly of the complementation cassette targeting the
BcniaD locus was verified by PCR reactions (AP118/Nat1 hiF and
hygrofinU/pRS426short 3R) and by sequencing (using primers
pRS426 short 5F, AP132, AP137, AP158 ad AP120). Both vectors
pcDBcbot6CIL and pcDBcbot6niaD were digested by PvuII (Thermo-
Fisher Scientific) which cuts on both sides of each complementa-
tion cassette. Those digestion products were used to transform
protoplasts of B. cinerea DBcbot6 71.3. Nourseothricin-resistant
transformants were analyzed by PCR for integration at the targeted
loci (AP118/AP25 for the BcniaD locus and AP117/AP118 for the
Bcbot6 locus).

To be able to localize the BcBot6 protein, the gene was put
under the control of a constitutive promoter (PoliC) and fused to
the green fluorescent protein (GFP) in C terminal position. In order
to construct the vector pcDBcbot6GFP, the Bcbot6 ORF was amplified
using AP154/AP155 primers (which overlap respectively PoliC and
gfp) of the pNDN-OGG (Schumacher, 2012). The PCR product was
co-transformed in yeast with NcoI-digested pNDN-OGG. The total
insert was amplified by PCR using pRS426short 5F/pRS426short
3R primers and was used to transform protoplasts of DBcbot6
71.3. The insertion of the construct at the targeted locus was veri-
fied by diagnostic PCR using AP25/AP27 primers.

2.5. qRT-PCR analyses

Cultures of the WT strain B05.10, DBcbot6 and complemented
strains were used to prepare DNA-free RNA. cDNA were obtained
from 1 lg of total RNA by a retro-transcription step realized with
the M-MLV (Invitrogen) reverse transcriptase according to the
manufacturer’s suggestions except that both oligo(dT) (25 ng/ll)
and random primers (25 ng/ll) were used. The RT-qPCR reactions
were performed on 1:10 diluted cDNA using MESA Green qPCR
Mastermix Plus for SYBR Assay (Eurogentec) and the CFX96 Touch
real-time PCR detection system (Bio-Rad). The oligonucleotide pri-
mers used (200 nM each) to quantify the transcription level of the
genes are listed in Table S1. ‘‘No Reverse Transcription” (NRT) con-
trols were performed once on cDNA samples and ‘‘No Template
Control” (NTC) were made for each pair of primers in every run.
The qRT-PCR program consisted in a preliminary 5 min denatura-
tion step at 95 �C followed by 40 amplification cycles of 15 s of
denaturation (95 �C) and 1 min of annealing/extension (60 �C).
Analysis of the melting curves (increment of 0.1 �C/min) of the final
PCR products indicated the absence of contaminations and primer
dimers. The data were analyzed with the CFX manager software.
Efficiency reactions of the pairs of primers were tested once on
the cDNA sample and were all superior to 90%. Gene expression
levels were calculated as the ratio between the gene of interest
(GOI) and the BcactA reference gene or following the 2�DDCT

method (Livak and Schmittgen, 2001).

2.6. Localization study

For detection of nuclei, nucleic acids were stained using the flu-
orescent dye Hoechst 33342 (Sigma). In brief, 10 ll of an Hoechst
solution was freshly prepared according to (Kangatharalingam
and Ferguson, 1984) and was added to germinated conidia prior
to microscopic observations. Confocal images were acquired on a
TCS SPE inverted confocal laser scanning microscope (Leica
Microsystems) with a 63� (NA 1.30) ACS APO objective Leica.

Differential interference microscopy (DIC) was used for bright field
images when indicated. GFP fluorescence was captured by
excitation at 488 nm and emission in the range 493–559 nm;
Hoechst 33342 fluorescence was captured by excitation at 40 nm
and emission in the range 422–478 nm. All images were acquired
at 0.4 Hz and the power output of the laser adjusted to ensure
sufficient fluorophore excitation with no saturation of the emission
signal. To avoid fluorescent bleed-through, images were acquired
sequentially whereby the acquisition bandpass was set as far from
each other as possible. Images were analyzed using the Leica
Application Software package (LAS-AF v3.1.3 build 8976) and
edited with the FigureJ plugin of the ImageJ software (Mutterer
and Zinck, 2013).

2.7. Analysis of metabolite production

For analysis of metabolite production, strains were grown on
malt agar medium (MA; 20 g/L D-glucose, 10 g/L malt extract,
20 g/L agar, 1 g/L peptone, pH 6.5–7) at 25 �C. Ten 150 mm
diameter-Petri dishes containing 100 ml of MA were inoculated
with three 4 mm diameter-mycelial plugs each and incubated for
either 5 days or 12 days at 25 �C. Then MA was extracted with
ethyl acetate (3 � 0.5 vol.) using an ultrasonic bath, 30 min. The
organic extracts were dried over Na2SO4 and concentrated to dry-
ness to yield dark oil extracts.

1H and 13C Nuclear Magnetic Resonance (NMR) measurements
on metabolites isolated from culture extracts were obtained on
Agilent 400-MR NMR and Agilent 500 MHz NMR spectrometers
with SiMe4 as the internal reference. High-pressure liquid chro-
matography (HPLC) was performed with a Hitachi/Merck L-6270
apparatus equipped with a UV–vis detector (L 6200) and a differen-
tial refractometer detector (RI-71). Thin Layer Chromatography
(TLC) was performed on Merck Kiesegel 60 F254, 0.2 mm thick. Sil-
ica gel (Merck) was used for column chromatography. HPLC purifi-
cation was accomplished with a silica gel column (Hibar 60, 7 m,
1 cm wide, 25 cm long). Chemicals were products of Fluka or
Aldrich. All solvents were freshly distilled.

For metabolites isolation and characterization, the dark oil
extracts obtained from fermentation experiments of B. cinerea
strains were separated by means of column chromatography on
silica gel, with a mixture of ethyl acetate/hexane (10, 20, 40, 60,
80 and 100% ethyl acetate), and 20% methanol in ethyl acetate as
solvent.

Extensive spectroscopic analysis by 1H-NMR and 13C-NMR were
used to detect the presence of the various toxins in each fraction.
Candidate fractions were further purified by HPLC with an increas-
ing gradient of ethyl acetate to petroleum ether. The toxin struc-
tures were analyzed by spectroscopic methods and direct
comparison with authentic samples previously isolated from
strains of B. cinerea (Collado and Viaud, 2016). Semi-preparative
HPLC afforded the quantification of the metabolites.

3. Results

3.1. The botrydial biosynthetic gene cluster is nested between stretches
of A + T-rich sequences containing relics of transposable elements

Previously, the BOT gene cluster was described as five co-
regulated genes that encode the enzymes required for the synthe-
sis of the toxin i.e. the key sesquiterpene cyclase (BcBot2), three
P450 mono-oxygenases (BcBot1, 3 and 4) and a putative acetyl
transferase (BcBot5) (Fig. 1A, Table 1) (Siewers et al., 2005;
Pinedo et al., 2008; Moraga et al., 2016). In those previous studies,
A + T-rich regions upstream from Bcbot4 and downstream from
Bcbot5 led to cloning and sequencing issues and prevented the
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identification of neighboring genes. Recently, the genome of the
wild type (WT) strain B05.10 was sequenced with the PacBio tech-
nology which resulted in a gapless sequence of the sixteen core and
two dispensable chromosomes (van Kan et al., 2016). Thanks to
this new genome release, the BOT gene cluster was assigned to
the core chromosome 12 (BCIN12, 2.3 Mb) at approximately
100 kb from the telomere and the structure of the surrounding
genomic region was characterized.

The analysis of G + C content (Fig. 1B) highlights the presence of
gene-depleted A + T-rich regions on both sides of the BOT cluster.
By contrast, the G + C content of the Bcbot1-Bcbot5 locus and the
upstream and downstream gene-containing regions are similar to
the overall G + C content of the B05.10 genome (42.75%; Staats
and van Kan, 2012). To better visualize and analyze the bipartite
structure of this genomic region, we computed the segmentation
points on B. cinerea chromosomes using the GC-profile webtool
(http://tubic.tju.edu.cn/GC-Profile/ Gao and Zhang, 2006). Nine-
teen segmentation points were identified on BCIN12. Four of them
are located around the BOT gene cluster (Fig. 1A), coinciding with
the boundaries of A + T-rich regions and thereby confirming the
observation of a difference in G + C composition between gene-
containing and gene-depleted genomic regions. Particularly, the
area containing Bcbot1-Bcbot5 genes is 47.26% G + C-rich whereas
upstream and downstream gene-less regions only contain 11.86
and 13.09% of G + C, respectively. In many fungi including B.
cinerea, it is well documented that A + T-rich regions may result
from a pre-meiotic genome defense mechanism named Repeat-
Induced Point mutation (RIP) that silences repeated sequences by
mutating C to T consequently increasing the A + T content
(Amselem et al., 2015; Hane et al., 2015). We thereby tested the
hypothesis that the presence of A + T-rich regions surrounding
the BOT gene cluster might originate from transposable elements

Fig. 1. The botrydial (BOT) gene cluster in the Botrytis cinerea strain B05.10 is located in a bipartite genomic region containing A + T-rich sequences mutated by RIP. (A) The
BOT gene cluster was assigned to the chromosome 12 of the strain B05.10 (van Kan et al., 2016) which allowed to detect the genes located upstream and downstream from
the five previously identified Bcbot genes (Pinedo et al., 2008). Transposable elements (TEs) were identified using the REPET package (http://urgi.versailles.inra.fr/tools/REPET;
Amselem et al., 2015) (see details in Table 1). Variations in G + C content were computed with GC-profile (Gao and Zhang, 2006), allowing the identification of four
segmentation points in the BOT cluster. (B) G + C percent and RIP indices were analyzed in 500 nt windows, with 400 nt shifts over the BOT cluster genomic sequence. RIP_CA
and RIP_CT represent the ratio of conversion of pre-RIP di-nucleotides to post-RIP dinucleotides CA? TA or CT? TT respectively, and their corresponding reverse
complement TG? TA or AG? AA.

Table 1
Genes and copies of transposable elements (TEs) located in the genomic environment
of the botrydial gene cluster.

Gene/TE
copy

Gene/TE
consensus name

Length
(bp)

Gene function

Bcin12g06350 1, 912 Putative sugar transporter
Bcin12g06360 1811 Putative carboxylesterase

T1 noCat_G9 233
T2 DXX-MITE_P15.8 452
T3 noCat_G9 43
T4 DXX-MITE_P15.8 164
T5 noCat_G9 413
Bcbot4 Bcin12g06370 2100 Monooxygenase (Moraga et al.,

2016)
Bcbot1 Bcin12g06380 1754 Monooxygenase (Siewers et al.,

2005)
Bcbot2 Bcin12g06390 1721 Sesquiterpene cyclase (Pinedo

et al., 2008)
Bcbot3 Bcin12g06400 2245 Monooxygenase(Moraga et al.,

2016)
Bcbot5 Bcin12g06410 1735 Putative acetyl transferase
T6 noCat_G9 365
T7 noCat_G9 521
T8 DXX-MITE_P15.8 139
T9 noCat_G9 436
T10 noCat_G9 384
T11 DXX-MITE_G19 36
T12 DXX-MITE_P15.8 295
T13 DXX-MITE_P15.8 25
T14 RLX_P13.1 195
Bcbot6 Bcin12g06420 1455 Zn(II)2Cys6 transcription factor
Bcbot7 Bcin12g06430 1119 Putative dehydrogenase
T15 RLX_P26.1 257

Bcin12g06440 1712 Putative DNA methylase

Genes and TE copies are listed in the order they appear on BCIN12 chromosome (see
Fig. 1A). The TE consensus names refer to the consensus names listed in Table 2.
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(TEs) that would have been silenced by RIP. We used the gapless
genomic sequence of B05.10 (van Kan et al., 2016) and undertook
the complete annotation of the TEs using the previously described
REPET package (Flutre et al., 2011; Amselem et al., 2015). Fifteen
consensus sequences representing all the possible TEs among the
genome were identified. Each consensus sequence had at least
one full-length copy in the genome as well as many incomplete
copies. The consensus sequences were classified according to their
structure and sequence similarities to characterized eukaryotic
transposons (Wicker et al., 2007; Hoede et al., 2014). This classifi-
cation (Table 2) indicates that the genome of the strain B05.10 con-
tains nine different LTR (Long Terminal Repeats) retrotransposons,
four DNA transposons and two unknown repeated elements. Alto-
gether, the TE copies cover 3.72% of the genome. With regards to
the BOT gene cluster area, fifteen copies (T1–T15) corresponding
to two DNA transposons, two retrotransposons and one unknown
repeated element were predicted (Fig. 1A, Table 1). As expected,
these copies are located in the A + T-rich regions except T15 that
is present within a G + C/A + T equilibrated region (between
Bcin12g06430 and Bcin12g06440). The annotated TE copies are
short (often less than 400 bp) and are degenerated compared to
their consensus. Such TEs may correspond to copies that have
undergone RIP-associated C to T mutations as previously described
in B. cinerea (Amselem et al., 2015). To examine this hypothesis, we
used two different strategies. The first one aligns each TE copy to
its consensus sequence. Unfortunately, only one TE copy i.e. T2
was long enough (>400 nt) and harbored enough identity (>80%)
with the corresponding TE consensus sequence (DXX-
MITE_P15.8; Tables 1 and 2) to provide a good alignment. This
allowed determining the rate of base transitions versus transver-
sions and the number of RIP di-nucleotide mutations using RIPCAL
(Hane and Oliver, 2008). The ratio transitions/transversions
equaled 5.5, strongly suggesting the occurrence of RIP. Further-
more, all possible RIP induced mutations (CA? TA, CT? TT,
CC? TC, CG? TG and their reverse complements) were com-
puted. The results indicated that the RIP mutation at the dinu-
cleotide CA? TA (and reversibly TG? TA) represents 46.4% of all
the detected RIP mutations, whereas the CT? TT, CC? TC and
CG? TG mutations represent 21.4%, 14.3% and 17.9% respectively.
These predominant CA and CT dinucleotide signatures, consistent
with previous analysis in B. cinerea (Amselem et al., 2015), strongly
suggest that this TE copy was submitted to RIP. Alternatively, an
overall strategy was performed on the whole BOT genomic region.
RIP indices were computed to determine the likely C to T mutation
in CA and CT dinucleotides, according to (Hane and Oliver, 2008).
The results (Fig. 1B) showed that CA and CT RIP indices massively
increased in both A + T-rich regions, suggesting that RIP may have
occurred in these regions. On the other hand, RIP indices were low
in G + C/A + T equilibrated regions demonstrating no RIP action. An
intermediate profile was observed at the T15 locus where G + C
content drops to less than 30% and where RIP indices are slightly
increased. Interestingly, the same profile was observed in the
Bcbot4 promoter region (Fig. 1).

3.2. BcBot6 regulates the Bcbot genes

Genomic regions upstream and downstream from the known
Bcbot1-Bcbot5 cluster were investigated in order to search for a
gene encoding a regulator of BOT synthesis as well as possible
additional genes that might be involved in the biosynthesis and
transport of the toxin (Fig. 1A). Interestingly, the two genes located
downstream from the 10 kb A + T-rich stretch adjacent to Bcbot5
belong to families often found in fungal SM gene clusters:
Bcin12g06420 was predicted to encode a Zn(II)2Cys6 TF
(IPR001138) whereas Bcin12g06430 was predicted to encode a
dehydrogenase (IPR002198, IPR016040 and IPR002347) that might

be involved in the conversion of BOT to dihydrobotrydial (Siewers
et al., 2005; Collado and Viaud, 2016). These two genes were there-
after named Bcbot6 and Bcbot7, respectively. The gene located
downstream from Bcbot7, Bcin12g06440, encodes a DNA methy-
lase (IPR002052, IPR029063 and IPR007757) that is likely not part
of the studied cluster. Similarly, the gene located upstream from
the A + T-rich stretch adjacent to Bcbot4, Bcin12g06360, encodes
a predicted carboxylesterase (IPR002018, IPR029058 and
IPR019819) whose function is probably unrelated to BOT
biosynthesis.

To specify the borders of the BOT gene cluster, we further con-
sidered available microarrays transcriptomic data sets (Fig. S2).
Gene expression during infection of grape berries (Kelloniemi
et al., 2015) and in the DBcve1, DBclae1 and DBcyoh1 mutants
(Schumacher et al., 2015; Simon et al., 2013) suggests that the
Bcbot1-Bcbot7 genes are co-regulated while the surrounding genes
have different expression profiles. Finally, orthology analysis
(Fig. S2 D) indicated that the Bcbot1 to Bcbot7 genes do not have
any ortholog in the closely related species Sclerotinia sclerotiorum
(Amselem et al., 2011) while the adjacent genes Bcin12g06360
and Bcin12g06440 have co-localized orthologs in the genome of
S. sclerotinium (SSIG_13881 and SSIG_13879). Both expression and
synteny data therefore suggest that the BOT gene cluster is
restricted to Bcbot1 to Bcbot7 genes.

In general, fungal SM gene clusters contain a gene encoding a Zn
(II)2Cys6 TF that specifically regulates the genes of the cluster
(Brakhage, 2012; Knox and Keller, 2015). As the protein encoded
by Bcbot6 displays this DNA-binding domain (IPR001138), we
hypothesized that it might be a specific regulator of the BOT gene
cluster even though the gene is separated from the Bcbot5 gene by
a 10 kb-long A + T-rich stretch.

To characterize the role of BcBot6, we generated knock out
mutants in which the whole ORF of Bcbot6 was replaced by the
hygromycin-resistance hph gene (Fig. S1). Two homokaryotic
transformants (DBcbot6 41.1 and 71.3) were selected for this study.
To confirm the results obtained with the two mutants, comple-
mented strains were constructed by reintroducing the ORF as well
as the 0.729 kb non-coding 50 part and 0.366 kb non-coding 30 part

of Bcbot6 both at the native locus (cDBcbot6CIL; CIL: complementa-

tion in loco) and at the nitrate reductase-encoding gene BcniaD
locus (cDBcbot6niaD) using of theDBcbot6 71.3 as background strain.

To study the implication of BcBot6 in the regulation of the Bcbot
genes, qRT-PCR were carried out. The expression of the Bcbot genes
was monitored in the two independent KO mutants DBcbot6 41.1
and 71.3 as well as in the WT strain B05.10 (Fig. 2A). Moreover,
the expression of the two putative flanking genes (Bcin12g06360
and Bcin12g06440) as well as the putative sugar transporter-
encoding gene Bcin12g06350 was also studied. The results showed
that all the Bcbot genes were significantly under-expressed in both
DBcbot6 mutants. The key enzyme encoding-gene Bcbot2 was
about 1000 times less expressed than in the WT strain. The neigh-
bor gene Bcbot1, putatively sharing a bidirectional promoter region
with Bcbot2, exhibited a similar decrease with an expression level
500 times lower than in the WT. Bcbot3 and Bcbot5, also putatively
sharing a common promoter region, were around 100 and 200 less
expressed than in the WT. Finally, Bcbot4 and Bcbot7 were ten
times less expressed than in the WT. By contrast, the expression
of Bcin12g06350, Bcin12g06360 and Bcin12g06440 exhibited no
significant difference between mutants and B05.10. Overall, the
expression patterns indicated that the Bcbot1 to Bcbot5 genes as
well as the newly identified Bcbot7 gene are dependent on the
BcBot6 protein. These data further support our supposition that
the BOT gene cluster is indeed composed of Bcbot1 to Bcbot7 and
that Bcin12g06350, Bcin12g06360 and Bcin12g06440 are not part
of the cluster.
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To confirm that the down-regulation of the BOT gene cluster is
due to the inactivation of the Bcbot6 gene, the expression of Bcbot6
as well as the key enzyme-encoding gene Bcbot2 was monitored in
the complemented strains cDBcbot6CIL and cDBcbot6niaD (Fig. S3).
The expression of both genes was restored reaching an expression
level similar to B05.10 when Bcbot6 was reintroduced in the
mutant background regardless whether the reinsertion occurred
at the native (mutated) locus or in the BcniaD locus.

To determine if BcBot6 might have a role in the regulation of
other SM gene clusters, we performed, as above, expression assays
using qRT-PCR on genes belonging to different SM gene clusters
that were also shown to be expressed during infection and to be
regulated through the Velvet complex (reviewed in Viaud et al.,
2016). The first gene tested was Bcboa6 (Bcin01g00060) that
encodes a PKS involved in the production of BOA (Dalmais et al.,
2011) and whose expression is positively regulated by both BcVel1
and BcLae1 (Schumacher et al., 2015). The second gene tested
encodes a PKS with additional non-ribosomal peptide synthetase
(NRPS) domains (Bcpks7; Bcin10g00040) and belongs to a SM gene
cluster that is positively regulated by BcVel1 during infection
(Schumacher et al., 2012). The results in Fig. 2B were consistent
with the previous ones for Bcbot2 expression. The expression in
the WT was about twice as high as the actin encoding gene and
dramatically decreased in both DBcbot6 mutants. However, for
Bcboa6 and Bcpks7, no significant difference was observed between
B05.10 and the mutants, indicating that the Bcboa6 and Bcpks7
genes are not regulated by BcBot6. In sum, the results suggest that
BcBot6 is the main positive regulator of the BOT gene cluster. As
neither Bcboa6 nor Bcpks7 expression is affected by the deletion
of the Bcbot6 gene, we hypothesize that this TF is a BOT pathway
specific regulator.

3.3. The deletion of Bcbot6 suppresses the production of botrydial and
other botryanes

To support findings from the expression assays presented
above, botryanes and botcinins produced by the WT strain
B05.10 and the different mutants were investigated (Fig. S4, Tables
3 and S2). As botryanes and botcinins are known to reach their

maximum amount after five and twelve days of fermentation,
respectively (Durán-Patrón et al., 2004; Collado et al., unpub-
lished), these two time points were chosen to investigate their pro-
duction. Toxins were isolated by column chromatography and
analyzed by HPLC as well as 1H and 13C NMR.

As expected from previous studies, the WT strain B05.10 pro-
duced significant amounts of botryanes (Fig. S4 (1–6), Tables 3
and S2), i.e. 9.1% of the total extract, after 5 days of cultures
whereas theDBcbot6 71.3 did not produce any botryanes even after
12 days of culture. In addition, in the complemented transformants
cDBcbot6niaD, cDBcbot6CIL and cDBcbot6GFP the production of
botryanes was restored demonstrating that BcBot6 is required for
the activation of the BOT biosynthesis pathway.

Quantification of botcinins (Fig. S4 (7–8), Tables 3 and S2) also
highlighted differences between the studied strains. After 12 days
of culture, theDBcbot6 71.3 accumulated significantly higher quan-
tities of these polyketides compared to the WT strain (5.4% instead
of 2.7% of the total extract). In the three complemented strains,
cDBcbot6niaD, cDBcbot6CIL and cDBcbot6GFP, the production of botci-
nins was similar to those of the WT strain B05.10. This overproduc-
tion of botcinins in the absence of botryanes was previously
observed with the deletion of the key enzyme-encoding gene
Bcbot2 (Pinedo et al., 2008).

3.4. BcBot6 is a nuclear protein

BcBot6 is a 484 aa protein that in addition to the N-terminal Zn
(II)2Cys6 domain displays two nuclear localization signal (NLS) and
one nuclear export signal (NES) (Fig. 3A). To study the cellular
localization of BcBot6 in living hyphae, we transformed the
DBcbot6 71.3 with a cassette containing Bcbot6 under the control
of a constitutive promoter PoliC and fused to the codon-
optimized GFP (Fig. S1; Leroch et al., 2011). The functionality of
the BcBot6-GFP hybrid protein in the resulting strain (cDBcbot6GFP)
was verified by both expression analysis and metabolic studies.
The expression of the key enzyme-encoding gene Bcbot2 (data
not shown) as well as the production of botryanes (Tables 3 and
S2) were restored in the complemented mutant cDBcbot6GFP. The
confocal microscopy observations presented in Fig. 3B highlight

Table 2
Transposable elements (TEs) identified in the genome of Botrytis cinerea strain B05.10.

Repeated element Consensus name (B. cinereaTE name) Number of copies Genome coverage (%) Copies length (bp)

Class I LTR 554 2.34 21–10,980
RLX_ P17.7 32 0.14 30–6459
RLX_P21.1 (Boty) 76 0.43 57–6699
RLX_P26.1 (Boty) 81 0.27 27–6649
RLX_P6.1 (Boty) 34 0.14 50–6437
RLX_B-R56 43 0.28 21–7402
RLX_G54 25 0.14 32–8277
RLX_G57 164 0.57 24–10,980
RLX_P13.1 (Boty) 35 0.12 21–6578
RLX_P27.0 64 0.25 21–6405

Class II TIRE 72 0.15 27–1880
DTX_G36 31 0.09 31–1880
DTX_P14.9 (Flipper) 41 0.06 27–1855

Class II MITE 788 0.51 22–849
DXX-MITE_G19 63 0.04 36–497
DXX-MITE_P15.8 725 0.47 22–849

Unknown 513 0.72 26–13,266
noCat_G9 460 0.44 26–639
noCat_R20 53 0.27 34–13,266

Total 1927 3.72 21–13,266

The new gapless genome sequence (van Kan et al., 2016) was analyzed with the REPET package (http://urgi.versailles.inra.fr/tools/REPET). The fifteen consensus sequences
were classified according to (Wicker et al., 2007). The sequence of the consensus sequences (BCINB05_10_18Chr_RefTE.fa) as well as their annotation file
(BCINB05_10_18Chr_RefTE_annotation.gff3) are available at https://urgi.versailles.inra.fr/download/fungi/TEs/.
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the co-localization of BcBot6-GFP with Hoechst stained nuclei sug-
gesting this TF is primarily nuclear localized.

3.5. BcBot6 is dispensable for development, virulence and resistance to
abiotic stresses in the B05.10 strain

Previously, studies of DBcbot1 and DBcbot2 demonstrated that
the production of BOT is not necessary for either saprophytic
growth or conidiation in B. cinerea. Moreover, BOT was shown to
be a strain specific virulence factor that is dispensable in strains
producing BOA i.e. B05.10 or SAS56 (Siewers et al., 2005; Pinedo
et al., 2008; Dalmais et al., 2011). Here, the phenotype of the
DBcbot6 mutant was first characterized to determine whether
the TF may have functions in addition to the synthesis of this toxin.
Inoculation of the DBcbot6 mutants on either a rich medium (RM),
a synthetic minimal medium (MM) or a grape juice medium indi-
cated that they grow and conidiate as the WT parental strain
B05.10 (Fig. S5). In order to test whether illumination conditions
could highlight a developmental defect, we grew the mutants on
RM either in constant light, or constant darkness or in an alternat-
ing light/dark (12 h/12 h) regime. The results indicated that the
mutants exhibit a light dependency similar to the WT strain i.e.
they conidiate in the presence of light and produce sclerotia in con-
stant darkness (Fig. S5). Finally, pathogenicity tests conducted on
French bean leaves using either young mycelium plugs or conidia
as inoculum (Fig. 4 and S6) showed that the mutants are as aggres-
sive as the WT strain. In conclusion, these phenotypic data indicate
that the absence of the BcBot6 regulator, similarly to the absence of
one of the BOT biosynthetic enzymes (e.g. BcBot2; Dalmais et al.,
2011), does not alter the development and virulence of the strain
B05.10.

The phenotype of the DBcbot6mutants was further investigated
to search for a potential role of BcBot6 in response to several abi-
otic stresses and two nitrogen sources. The mutants were culti-
vated on MM supplemented with NaCl or sorbitol to induce an
osmotic stress, with hydrogen peroxide (H2O2) and menadione to
induce a redox stress or with calcofluor white to induce a cell wall
stress. In addition, ammonium was used as an alternative nitrogen
source to nitrate in the original MM. In all tested conditions, the
DBcbot6 mutants exhibited a similar growth rate as the WT strain
(Table S3). Altogether, these phenotypic data indicate that the
BcBot6 TF is dispensable for development, virulence and tolerance
to abiotic stresses in the strain B05.10.

3.6. The expression of the botrydial key enzyme-encoding gene Bcbot2
is regulated by the nitrogen source

To estimate whether abiotic stresses or nitrogen sources may
affect the regulation of the BOT gene cluster, we investigated the
expression of the key enzyme-encoding gene Bcbot2 using the
same culture conditions as above. After 96 h of growth, total RNAs

Fig. 2. The putative Zn(II)2Cys6 TF BcBot6 positively regulates the botrydial (BOT)
gene cluster. (A) The expression of Bcbot1-BcBot7, Bcin12g06350, Bcin12g06360 and
Bcin12g06440 was monitored by RT-qPCR in the WT strain B05.10 and two
independent DBcbot6 mutants. (B) The expression of two SM key enzyme-encoding
genes that are not part of the BOT cluster (Bcboa6 (Bcin01g00060) and Bcpks7
(Bcin10g00040)) was monitored by RT-qPCR in the WT strain B05.10 and two
independent DBcbot6 mutants. For all the results presented here, the strains were
grown for 48 h at 23 �C on solid grape juice with a photoperiod of 14 h of darkness
and 10 h of white light. Gene expression was calculated as the ratio between the
gene of interest (GOI) and the reference gene BcactA (Bcin16g02020). Means and
standard deviations were collected from two biological replicates and three
technical replicates.

Table 3
Botryanes and botcinins produced by the recipient strain B05.10 and mutants after 5 and 12 days of culture.

Strain Metabolite production (mg L�1 (% of total extract))

5 days 12 days

Total extract Botryanes Botcinins Total extract Botryanes Botcinins

WT:B05.10 81 (100) 7.3 (9.1) 0.9 (1.1) 238 (1 0 0) 0.6 (0.3) 6.4 (2.7)
DBcbot6 71.3 149 (100) 0 (0) 2.3 (1.5) 319.8 (1 0 0) 0 (0) 17.3 (5.4)
cDBcbot6niaD 103.5 (100) 12.9 (12.4) 1.1 (1) 261.4 (1 0 0) 14.8 (5.7) 5.2 (2)
cDBcbot6CIL 115.3 (100) 5.8 (5.1) 1.1 (1) 237.2 (1 0 0) 4.7 (2) 5.9 (2.5)
cDBcbot6GFP 111.2 (100) 14.2 (12.8) 1 (0.9) 312.3 (1 0 0) 15.2 (4.9) 4.7 (1.5)

The percentage of the indicated metabolite over the total extract of the same strain is indicated in brackets.
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were extracted and processed to analyze the expression of Bcbot2
by qRT-PCR. The synthetic MM was used as control to the repre-
sentation of the results in Fig. 5. No significant difference for Bcbot2
expression was detected when cell wall or osmotic stress are
applied to the fungus. In contrast, a slight increase (2.5 fold) was
observed when B05.10 was grown on medium supplemented with
H2O2. A decrease (4 fold) was observed on RM and a stronger one
(nearly 8 fold) was observed when the nitrogen source in MM was
ammonium instead of nitrate. These results suggest that of the
tested conditions, the nitrogen source is the only factor that might
have an impact, either directly or indirectly, on the expression of
Bcbot2.

3.7. B. fabae and B. pseudocinerea species which are closely related to
B. cinerea lack a functional BOT gene cluster

In order to examine the extent of the BOT cluster in B. cinerea
populations but also in other Botrytis species, we screened a collec-
tion of 27 strains for the presence of the key enzyme-encoding
gene Bcbot2. The results of PCR and Southern hybridizations
(Table S4) showed that the Bcbot2 gene was present in all B. cinerea
strains tested (i.e. twelve) consistent with the observation that all
eleven strains tested by Reino et al. (2003) produced botryanes.
By contrast, the Bcbot2 gene was absent in the closely related spe-
cies B. fabae (five strains tested) and B. pseudocinerea (five strains
tested) that are pathogenic toward fabaceae and polyphagous,
respectively. Finally, the gene was detected in the more distant
species B. squamosa known to produce botryanes (Collado et al.,
2000) as well as in B. aclada and B. porri. These species are all
pathogenic towards Allium species. In conclusion, our molecular

data point out a patchy distribution of the BOT gene cluster in
the Botrytis genus. Moreover, they indicate that the closely related
polyphagous and sympatric species B. cinerea and B. pseudocinerea
(Walker et al., 2011) differ in their ability to produce BOT.

4. Discussion

In this study, we demonstrated that the B. cinerea BcBot6 zinc
finger protein, which is located adjacent to five structural genes
involved in BOT biosynthesis, is dedicated to the regulation of
the BOT gene cluster. The characterization of the BOT gene cluster
highlighted its particular genomic environment and depicted its
occurrence in the populations of the gray mold agent.

4.1. Botrydial biosynthesis depends on the putative pathway-specific
transcription factor BcBot6

One hallmark of fungal SM cluster genes is their co-regulation
by pathway-specific TFs (Yu and Keller, 2005). Such proteins, typ-
ically harboring a Zn(II)2Cys6 TF domain, have been characterized
in different fungal species (Knox and Keller, 2015). Nevertheless,
the deletion of the genes encoding such regulators not always
affects the expression of all the genes in the cluster. For example,
the deletion of the Fusarium fujikoroi TF-encoding gene bik5 signif-
icantly affected the expression of only three of the five adjacent
genes belonging to the bikaverin biosynthetic gene cluster
(Wiemann et al., 2009). In the present study, we aimed to investi-
gate the putative regulatory role of BcBot6 on the Bcbot genes. The
presence of a Zn(II)2Cys6 TF domain and the nuclear localization of
the protein strongly suggest that BcBot6 is a TF. We showed that

Fig. 3. The putative Zn(II)2Cys6 TF BcBot6 is localized into the nucleus. (A) The NLS, NES and Zn(II)2Cys6 TF domains were predicted using the whole predicted BcBot6 protein
(Bcin12g06420). For more details, see Experimental procedures. (B) BcBot6 protein was fused to GFP and localized by fluorescence microscopy. Conidia of the strain cDBcbot6GFP

were inoculated in NY liquid medium (Malt extract 2%, Yeast extract 0.2%). and deposited on a microscope slide The observation was conducted after 16 h (10 h of white light
and 6 h of darkness) at 23 �C. Nuclei were stained with Hoechst.
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the deletion of the gene dramatically impacted the expression of all
Bcbot genes and led to the inability of the strain to produce BOT,
thereby indicating that BcBot6 is a positive regulator of the BOT
gene cluster. Moreover, the qRT-PCR results allowed us to deter-
mine that the BOT cluster is composed of seven genes (from Bcbot1
to Bcbot7). With the present study, five Bcbot genes have now been
characterized (Table 1). The two remaining genes whose role in
BOT production has still to be confirmed are Bcbot5 and Bcbot7.
BcBot5 is thought to be responsible for the introduction of the
acetyl group characteristic of BOT (Collado and Viaud, 2016)
whereas BcBot7, which is predicted to be a dehydrogenase, might
be involved in the conversion of BOT to dihydrobotrydial. As the
deletion of Bcbot6 has no impact on Bcboa6 and Bcpks7 expression,
development and aggressivity, and does not affect the ability of the
fungus to produce other metabolites, it strongly suggests that
BcBot6 is a BOT pathway-specific regulator. Nevertheless, we can-
not exclude that it could also regulate other genes in the genome.
An interesting example is the ability of the AflR TF to regulate not
only genes of the aflatoxin gene cluster in Aspergillus parasiticus but

also additional genes outside ‘‘its” cluster (Price et al., 2006). Thus,
to determine the specific regulation of the BOT gene cluster by
BcBot6, a global transcriptomic assay would be necessary. A fur-
ther study would also be required to identify possible DNA-
binding motifs. For this purpose, we carried out a yeast one hybrid
(Y1H) strategy (Fig. S7) but it failed to confirm a direct interaction
between the BcBot6 and the bidirectional promoter of Bcbot1 and
2, probably due to technical issues such as sensitivity problems.
It is also possible that, in this heterologous system, the BcBot6 TF
lacks some post-translational modifications or some additional
partners to bind its target DNAmotif. In conclusion, even if we can-
not exclude that the regulation is indirect, the most probable
hypothesis is that BcBot6 is a TF acting directly on the promoter
of its targeted genes.

It is well known that fungal SMs production is also governed by
higher hierarchically acting signal transduction pathways. Notably,
the BOT gene cluster has previously been reported to be under the
control of both the calcineurin and the stress-induced MAP
kinase cascade (Viaud et al., 2016). To gain insight into the whole

Fig. 4. The deletion of Bcbot6 gene does not alter the virulence of B05.10. The virulence of the mutant DBcbot6 as well as the complemented strain cDBcbot6was evaluated on
detached leaves of French bean plants (Phaseolus vulgaris cv. Caruso grown under glasshouse conditions) inoculated with three days-old mycelial plugs and incubated at 75%
relative humidity with a photoperiod of 16 h of white light at 22 �C and 8 h of darkness at 18 �C. (A) Pictures were taken 72 hpi. (B) The virulence of the different strains was
monitored from at least ten symptoms observed during two independent assays and was estimated by lesion diameters means and standard deviations. Statistical (t-test)
analysis did not reveal significant differences between the lesions caused by the transformants and the WT strain B05.10.

42 A. Porquier et al. / Fungal Genetics and Biology 96 (2016) 33–46



activation process, there is a general need to connect the specific
activation of the cluster with those previously characterized path-
ways. In particular, the repression of the Bcbot2 gene expression by
ammonium suggests that the nitrogen source may have an impor-
tant role as already described for other fungal SMs (Tudzynski,
2014). For example, the production of aflatoxin is repressed by
nitrate but induced by ammonium in A. parasiticus and A. flavus
(Feng and Leonard, 1998; Ehrlich et al., 2002; Tudzynski, 2014).
In addition, it has been shown that the major actor of this mecha-
nism i.e. the GATA TF AreA is involved in the regulation of several
SM clusters in different fungal species (Tudzynski, 2014). More-
over, the direct interaction of AreA and the intergenic region of
the regulatory genes AflR and AflJ was proven in A. parasiticus
(Chang et al., 2000). The ortholog of AreA in B. cinerea remains to
be characterized to determine its implication in the nitrogen-
dependent regulation of the BOT gene cluster. One interesting clue
is the presence of several AreA binding motifs (HGATAR; Ravagnani
et al., 1997) into the promoter region of Bcbot6 (data not shown).
Other environmental stimuli likely influence the Bcbot genes
expression. Nevertheless, our results did not reveal a significant
impact of the osmotic or cell wall stresses on Bcbot2 expression.
Only the H2O2 treatment suggests a moderate positive effect of
oxidative stress on the BOT gene cluster. This result is in agreement
with the previous characterization of the stress-activated MAP
kinase BcSak1: both BOT and BOA phytotoxins are produced in
much lower quantities in axenic cultures of the DBcsak1 mutant
compared to the WT (Heller et al., 2012). It is likely that the BcSak1
pathway regulates the expression of the Bcbot genes in response to
oxidative stress even though there is no evidence that the known
downstream TF i.e. BcAtf1 directly acts on the BOT gene cluster
(Temme et al., 2012).

4.2. The BOT gene cluster is in a genomic locus with a bipartite
structure

As raised above, the PacBio sequencing technology allowed a
better definition of the BOT gene cluster genomic region (van
Kan et al., 2016). It is now clear that the cluster is located on chro-
mosome 12 (BCIN12) at approximately 100 kb from the telomeric

end. Two A + T-rich regions (above 80% of A + T) are present
upstream from the BOT gene cluster and between Bcbot5 and
Bcbot6 genes. This particular genomic environment has already
been described for the solanapyrone gene cluster in Ascochyta
rabiei (Kim et al., 2015). In their study, the authors pointed out
the presence of Tcl/Mariner-type TEs and further demonstrated that
those sequences probably underwent the action of RIP resulting in
A + T-rich regions. For the BOT gene cluster, we hypothesized that
the surrounding A + T-rich regions might result from a similar
mechanism. On the first hand, we undertook the annotation of
the TEs on the whole B. cinerea gapless genome. We found that
TEs represent 3.72% of the genome, what is consistent with the
data published on the first versions of the genomes of B05.10
and T4 strains (Amselem et al., 2011). Moreover, the same families
of retrotransposons (such as Boty) and DNA transposons (such as
Flipper) were, once more, identified. Regarding the BOT gene clus-
ter, fifteen degenerated TEs were identified and they were all but
one in the A + T-rich regions devoid of genes. Furthermore, we cal-
culated the two main RIP indices bias in B. cinerea (mutation from
C to T in CA and CT dinucleotide; Amselem et al., 2015). Both RIP
indices increase in those regions, suggesting that the TEs-
containing A + T-rich regions may have undergone RIP action. RIP
may have also acted on some precise parts of the G + C/A + T-
equilibrated regions as RIP indices were increasing concomitantly
with an increase in A + T content notably in the promoter regions
of the Bcbot4 gene. Even if most of the TEs detected in fungal gen-
omes are inactive, they probably had a great impact on gene func-
tion and genome structure during genome evolution (Kazazian,
2004; Ayarpadikannan and Kim, 2014). As repeated sequences,
they might allow genomic rearrangements by homologous recom-
bination. Moreover, RIP is acting on targeted repeated regions but
might sometimes act on flanking sequences (Ohm et al., 2012). In
this case, those latter would evolve rapidly and there are accumu-
lating evidences showing that this mechanism gives rise to new
pathogenicity-related effector genes alleles. Finally, it has been
shown that DIM-5 is able to generate repressive heterochromatin
from RIPed A + T-rich sequences in N. crassa (Lewis et al., 2009).
These three different reasons strongly suggest that TEs have likely
played a major role in the BOT gene cluster history.

Interestingly, the SM gene cluster responsible for the second
important phytotoxin of B. cinerea, BOA, also displays a similar
bipartite structure as the BOT genomic region: TEs-containing A
+ T-rich regions are present both within and downstream from
the Bcboa genes. In addition, this cluster is located in a sub-
telomeric region (about 4 kb from one telomere of chromosome
BCIN01) (van Kan et al., 2016). Intriguingly, we were able to visu-
alize this kind of bipartite structure for only a restricted number of
SM clusters in B. cinerea (eight out of 40; data not shown). This
raises the question whether this particular organization has an
impact on chromatin structure and if it might be related to a
chromatin-based regulation mechanism.

4.3. The role of botrydial and other botryanes remains enigmatic

Botrydial has a powerful phytotoxic activity observable on bean
leaves at concentration as low as 1 ppm but in infected plants, this
concentration could reach approximately 50 ppm (Deighton et al.,
2001; Colmenares et al., 2002). The cellular target of BOT remains
unknown but the recent work of Rossi et al. (2011) on Arabidopsis
thaliana suggests that BOT induces the hypersensitive response
through the salicylic acid and jasmonic acid signaling pathways,
thereby acting as an effector of plant cell death. This biological
activity fits with the available transcriptomic data: the BOT gene
cluster is up-regulated during infection of different hosts including
A. thaliana and Vitis vinifera (Gioti et al., 2006; Kelloniemi et al.,
2015). In this study, we confirmed that the oxidative stress which

Fig. 5. The expression of the botrydial key enzyme-encoding gene Bcbot2 is affected
by the nitrogen source. The expression of Bcbot2 was monitored by RT-qPCR in the
WT strain B05.10 grown 96 h at 23 �C with a photoperiod of 14 h of darkness and
10 h of white light. The solid minimal medium (MM) that contains 25 mM NaNO3

was used as a control condition and was supplemented with either NaCl (0.7 M),
sorbitol (0.7 M), H2O2 (5 mM), menadione (300 lM) or calcofluor white (50 mg/L).
Moreover, a MM in which nitrate was replaced by ammonium (12.5 mM (NH4)2
SO4) was also used, as well as the RM medium. All plates were covered with a
cellophane overlay before fungus inoculation. The relative expressions were
obtained with the 2�DDCt method (Livak and Schmittgen, 2001) using the
constitutively expressed actin-encoding gene BcactA (Bcin16g02020) as a reference.
The data were obtained from at least two biological replicates and from at least two
technical replicates. Error bars are represented by SEM.
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is known to occur during infection is a signal that leads to the acti-
vation of the BOT gene cluster. Additionally, we showed that
ammonium strongly represses this SM gene cluster. One hypothe-
sis to explain this repression is that this nitrogen source may act as
a signal perceived by B. cinerea leading to a saprophytic develop-
ment in which the phytotoxin production is not required.

Despite the phytotoxic activity of BOT, we demonstrated that
this sesquiterpene is not necessary for the virulence of the strain
B05.10. Indeed, the dramatic decrease of Bcbot genes expression
in the DBcbot6 and the subsequent absence of BOT production
did not alter the development of symptoms on bean leaves. This
result is in agreement with previous studies. To summarize, the
deletion of either Bcbot1, 2, 3, 4 or 6 gene in the B05.10 strain
and the subsequent suppression of BOT production do not affect
the virulence whereas in the T4 strain, the DBcbot1 and DBcbot2
mutants led to smaller lesions than the WT strain (Siewers et al.,
2005; Pinedo et al., 2008). The current hypothesis to explain this
difference is that in the strain B05.10, the absence of BOT is sup-
plied by the presence of BOA, whereas the T4 strain never produces
this second phytotoxin. The functional redundancy of BOT and BOA
toxins in B05.10 genetic background was confirmed by the inabil-
ity for the DBcbot2 DBcboa6 double mutants to fully colonize plant
tissues (Dalmais et al., 2011). As for the previously characterized
DBcbot2 (Pinedo et al., 2008), we observed that the absence of
BOT production led to a greater production of botcinins: after
12 days of axenic cultures, the DBcbot6 accumulates twice as much
botcinins as does the WT strain. The lack of botryanes production
coupled with the enhancement of botcinins production in the
DBcbot6 mutant remains currently unexplained. This might con-
tribute to the absence of virulence defect in the DBcbot6 mutant,
and might also account for the other results of phenotypic tests
designed to test the response to different stresses.

Additional clues regarding the role of SM could arise from the
study of their distribution among the fungal populations and spe-
cies. All B. cinerea strains tested to date, i.e. more than fourteen,
produce BOT (Reino et al., 2004; Siewers et al., 2005), suggesting
that this compound has an important role in the fitness of this
polyphagous species. Our molecular screening confirmed that
Bcbot2, the BOT key enzyme-encoding gene is present in all B.
cinerea strains tested, and further revealed that the closest species
of B. cinerea, i.e. B. fabae and B. pseudocinerea are unable to produce
BOT and other botryanes. B. cinerea and B. pseudocinerea constitute
a complex of two cryptic species living in sympatry on several
hosts, including grapevine and blackberry. They cannot be discrim-
inated by morphologic criteria or by their aggressiveness on leaves.
Nevertheless, a population survey over time showed that B. cinerea
was the predominant species on mature grape berries whereas B.
pseudocinerea was more abundant in spring, on floral debris
(Walker et al., 2011). Differences in the repertoires of phytotoxic
secondary metabolites might contribute to the adaptation to these
different ecological niches.

Even though Botrytis species closely related to B. cinerea do not
possess the key enzyme of the BOT biosynthesis pathway,
botryanes compounds have been isolated from more distant spe-
cies i.e. B. squamosa and B. allii which are both pathogenic towards
Allium species (Collado et al., 2000). In our study, the detection of
the Bcbot2 gene in B. aclada and B. porri suggested that these two
additional pathogens of Allium may also produce BOT and/or other
botryanes even if that remains to be confirmed by chemical analy-
ses. Strikingly, botryanes are also produced in vitro by the non-
pathogenic species Hymenoscyphus epiphyllus that belongs to the
Leotiomycetes class as Botrytis (Thines et al., 1997). Additionally,
a SM gene cluster containing the orthologs of Bcbot1 to Bcbot6
was recently found in the genomes of two Colletotrichum
species (Sordariomycetes), C. tofieldiae and C. incanum which are

endophytic and pathogenic of A. thaliana, respectively (Hacquard
et al., 2016; Hiruma et al., 2016). Remarkably, the orthologs of
three genes (Bcaba1 to Bcaba3) known to be involved in abscisic
acid (ABA) production in B. cinerea are embedded in the orthologs
of Bcbot genes in those two Colletotrichum species (Hacquard et al.,
2016). All together, these data suggest that botryanes may be
produced by phylogenetically distant fungi and that the BOT gene
cluster was subjected to several genomic rearrangements. This
cluster might originate from a common ancestor of Leotiomycetes
and Sordariomycetes and might have been lost from the majority
of species or, alternatively, the cluster may have been subjected
to horizontal gene transfer between different species as
demonstrated for several fungal SM gene clusters (Wisecaver and
Rokas, 2015).

From a functional point of view, it now seems clear that com-
pounds with botryane skeletons are not specifically produced by
B. cinerea even if it remains possible that BOT itself is only pro-
duced by the gray mold agent. The ability of non- phytopathogenic
fungi to produce botryanes suggests that some of these compounds
may have other biological activities than phytotoxicity. Indeed,
except BOT, characterized botryanes exhibit only a weak phyto-
toxic activity (Collado et al., 1996, 1999; Durán-Patrón et al.,
1999; Colmenares et al., 2002). Nevertheless, several botryanes
from Botrytis spp and H. epiphyllus exhibit antibacterial and anti-
fungal activities (Thines et al., 1997; Durán-Patrón et al., 1999).
BOT has been reported to have antimicrobial activity on Bacillus
subtilis and Pythium debaryanum (Fehlhaber et al., 1974; Durán-
Patrón et al., 1999). In addition, BOT seems to be toxic for B. cinerea
itself as the application of exogenous metabolite (50–250 ppm)
inhibits the growth of the fungus (Durán-Patrón et al., 2004).
Finally, a recent study by Malmierca et al. (2016) proposes that
BOT may be involved in the communication with other micro-
organisms. Indeed, confrontation assays with Trichoderma arundi-
naceum suggest that BOT has a role in limiting the production of
the sesquiterpene harzianum A. It thus appears that botryanes
including BOT are metabolites with activities against a broad range
of organisms, suggesting that they may have a wider ecological
role than phytotoxicity.

To conclude, we provide here a significant expansion of the BOT
gene cluster. The functional characterization of BcBot6 confirmed
our hypothesis regarding its regulation role of the Bcbot genes in
a likely specific manner. Nonetheless, much remains to be
discovered regarding this cluster, especially the regulation by
broad domain TFs in response to environmental stimuli and by
putative chromatin-based mechanisms remain to be explored.
Deciphering the complex regulation of this metabolite synthesis
would help to define its role in the interactions with plants and
other organisms.
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Fig. S1. Construction of ∆Bcbot6 mutants and 
c
∆Bcbot6 complemented mutants. 

A. For the generation of KO mutants, the Bcbot6 ORF was replaced by a hygromycin resistance 

cassette. The gene was reintroduced in this mutant background for generating complemented mutants 

(i) replacing the hygromycin resistance cassette by the Bcbot6 ORF and a nourseothrycin resistance 

cassette or (ii) re-introducing thee Bcbot6 ORF and the nourseothrycin resistance cassette in the nitrate 

reductase-encoding gene BcniaD. Moreover, a complemented mutant was generated by re-introducing 

the Bcbot6 ORF under the control of the constitutive PoliC promoter and fused to GFP ORF. B. 

Diagnostic PCR for homokaryotic ∆Bcbot6 mutants were carried out with the indicated primers.C. 

Southern blot for ∆Bcbot6 mutants confirmed the single integration of the hygromycin resistance 

cassette. The used probe (P) is indicated in A.D. Diagnostic PCR were carried out to verify the correct 

integration of their respective cassette for complemented 
c
∆Bcbot6mutants.(HI : Homologous 

Integration; P: probe).  
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Fig. S2. Bcbot1 to Bcbot7 are co-regulated in B. cinerea and are absent in S. sclerotiorum. 

Expression of the genes in the BOT cluster region according to previous microarrays analysis. 

A. Expression after inoculation of grape berries (Kelloniemi et al 2015). B. Expression in the ∆Bcve1 

and ∆Bclae1 mutants (Schumacher et al. 2015). C. Expression in the ∆Bcyoh1 mutant (Simon et al. 

2013). D. The homologues of the B. cinerea genes were identified in S. sclerotiorum by bi-directional 

best hit using BLAST P (the contigs containing the genes are represented). n.d.: not detected. 
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Fig. S3. The complemented strains recovered a full Bcbot2 expression 
The expression of Bcbot6 and Bcbot2 genes was monitored by RT-qPCR in the WT B05.10, the 

∆Bcbot6 71.3 and the
c
∆Bcbot6

CIL
and 

c
∆Bcbot6

niaD
complemented strains. 
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Fig. S4. Metabolites isolated from the cultures of the WT strain B05.10 and mutants. 

Chemical structures of identified botryanes (metabolites 1 to 6) and botcinins (metabolites 7 and 8) are 

represented. The quantities of each compound are indicated in Tables 3 and S2. 
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Fig. S5. Phenotype of the recipient strain B05.10 and mutants grown on different media and 

under different illumination conditions. 
The WT B05.10, the ∆Bcbot6 and the different complemented 

c
∆Bcbot6mutants were grown at 21°C 

on RM, MM or grapejuice media with either an alternation of twelve hours of darkness and twelve 

hours of white light or in constant white light or darkness. The pictures were taken fourteen days after 

inoculation.  
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Fig. S6. Pathogenicity assays of the recipient strain B05.10 and mutants on bean leaves using 

conidia as inoculum. 
The agressivity of the ∆Bcbot6 as well as the complemented 

c
∆Bcbot6 strains was evaluated on French 

bean (Phaseolus vulgariscv. Caruso; grown under glasshouse conditions) leaves inoculated with 

conidia. Conidia were collected from sporulated cultures and suspended in sucrose phosphate buffer 

(10 mM sucrose, 10 mM KH2PO4) to a final concentration of 10
5
 conidia/mL. Droplets of 10 µl were 

used to inoculate detached plant leaves. Inoculated leaves were placed into transparent plastic boxes 

lined with tissue moistened with sterile water. The boxes were incubated in an environmental chamber 

at 75 % relative humidity with an alternation of 16 h of white light at 22°C and 8 h of darkness at 

18°C.The represented means and standard deviation were obtained for at least six symptoms by strains 

observed in two independent assays. Statistical (t-test) analysis did not reveal significant differences 

between the lesions caused by the transformants and the WT B05.10 strain. 

  



123 

 

Fig. S7. Yeast-One-Hybrid (Y1H) failed to highlight a physical interaction between Bot6 and the 

promoters of the BOT gene cluster. 

The Y1H interaction assays were performed as in Simon et al. (2013). The promoter region shared by 

Bcbot1 and Bcbot2 was amplified by PCR and cloned in both directions (pBcbot2-1 and pBcbot1-2) 

upstream from the reporter gene HIS3 in the vector pINT-HIS3NB. Truncated versions of pBcbot2-1 

(T1 to T4) were similarly cloned. Plasmid constructions were checked by sequencing and used to 

transform the Saccharomyces cerevisiae strain Y187 (Clontech). Regarding the TF, either the whole 

ORF or the Zn(II)2Cys6 domain-containing region of BcBot6 was cloned into the plasmid pACTIIst in 

frame with the yeast GAL4 activation domain. All primers used for the constructs are available in 

Table S1. The interaction between BcBot6 and promoters was assayed by transformation of the Y187 

cells containing the different promoter constructs with the TF-containing pACTIIst. Co-transformants 

were selected but subcultures on selective media, i.e. without histidine, did not reveal any activation of 

the HIS3 gene. 
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Table S1. List of PCR primers used in this study. 

Name Sequence (5' -> 3') Features or Location Use 

AP112 gtaacgccagggttttcccagtcacgacg-TCCTAACATTATAATATCAAAAAG pRS426 5F-Bcbot6 5' Cloning_amplification of Bcbot6 5' flank / creation of a complementation cassette 

AP113 atccacttaacgttactgaaatctccaac-CTCTCAAAGTGACATAGACTAAA hph end-Bcbot6 5' Cloning_amplification of Bcbot6 5' flank 

AP114 gtcggagacagaagatgatattgaaggag-CATCCTGTTTCCGGCGTTTTG PtrpC-Bcbot6 3' Cloning_amplification of Bcbot6 3' flank 

AP115 gcggataacaatttcacacaggaaacagc-CCCGGATGGCAGAGTGGTAAG pRS426 3R-Bcbot6 3' Cloning_amplification of Bcbot6 3' flank 

AP116 GGGAGCGATTACCTGATTGA Bcbot6 5' Diagnostic PCR_5' homomogous integration 

AP117 CTCAACTCGATACTTACTGTC Bcbot6 3' Diagnostic PCR_3' homologous integration and detection of Bcbot6 gene 

AP118 TGTGGAGAATGAGGCAGAT Bcbot6 ORF Diagnostic PCR_detection of Bcbot6 gene 

hphF GTCGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGC PtrpC Amplification of PtrpC::hph 

hphR GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGAT Hph Amplification of PtrpC::hph 

BD5 CAGGTTATCCCTTTGCATGAGTAGT Bcbot2 qPCR_amplification of Bcbot2 

BD17 TTACACTGGTGAATGATGTTTTGTCTT Bcbot2 qPCR_amplification of Bcbot2 

BD1 GGGAACCGAGGTCAATGTCA Bcbot4 qPCR_amplification of Bcbot4 

BD13 GCTTGAATTCCCAGGGATCTG Bcbot4 qPCR_amplification of Bcbot4 

BD28 CACGAACTGGACAAAGGCTAAA Bcbot5 qPCR_amplification of Bcbot5 

BD29 ACCACCCGCAATCAAAGC Bcbot5 qPCR_amplification of Bcbot5 

BD12 CTAAGGGCTCGCGGAGTTG Bcbot3 qPCR_amplification of Bcbot3 

BD24 GCATTGCGCTGGCAAGA Bcbot3 qPCR_amplification of Bcbot3 

BD8 GGCTCCCGTGCTTGCA Bcbot1 qPCR_amplification of Bcbot1 

BD20 GCGAGGTGAAGAAGTTAGAGAAGGT Bcbot1 qPCR_amplification of Bcbot1 

Bc-Act1_Fwd CCGTGCTCCAGAAGCTTTGT Bcact1 qPCR_amplification of Bcact1 

Bc-Act1_Rev GTGGATACCACCGCTCTCAAG Bcact1 qPCR_amplification of Bcact1 

AP156 CTTAACAACATACCGCTACCAATA Bcin12g06360 qPCR_amplification of Bcin12g06360 

AP157 AGAGGGAGTTCGGAGCTGTGATAA Bcin12g06360 qPCR_amplification of Bcin12g06360 

AP158 AAGGCGGCCAGAAAAAGC Bcbot6 qPCR_amplification of Bcbot6 / Sequencing_verification of a complementation cassette 

AP159 ACATGGCCTGCGTGAAGAG Bcbot6 qPCR_amplification of Bcbot6 

AP160 GGAGATGCGGCCTGAATGG Bcbot7 qPCR_amplification of Bcbot7 
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AP161 CGCCTGCGAAGTTGGTCT Bcbot7 qPCR_amplification of Bcbot7 

AP162 TTGGAAATGGGAAATTGGATATG Bcin12g06440 qPCR_amplification of Bcin12g06440 

AP163 CGAGTGCGAGTGTTGATTTGA Bcin12g06440 qPCR_amplification of Bcin12g06440 

AP164 TGGTTTCGTTCTGCGGTGTCAT Bcin04g02930 qPCR_amplification of Bcin04g02930 

AP165 ATAATTGTAAGGGTCGAGGTAGTA Bcin04g02930 qPCR_amplification of Bcin04g02930 

BcABA1-F TCTTTGAGATACTGCGAGCCTTT Bcaba1 qPCR_amplification of Bcaba1 

BcABA1-R TCCATAGCTGAGGACATCACATG Bcaba1 qPCR_amplification of Bcaba1 

AP166 TAGGGGATGCATAGGAAAGAAT Bcaba2 qPCR_amplification of Bcaba2 

AP167 TAAACGGGAAGTAATAAGCCTCAT Bcaba2 qPCR_amplification of Bcaba2 

AP168 GGGCTTGCTGAGTTCCTTGA Bcaba3 qPCR_amplification of Bcaba3 

AP169 TCGCGATATTTGCATTTGTCA Bcaba3 qPCR_amplification of Bcaba3 

APq1 CTTGATGCTGTTGGTATGATGACA Bcpks7 qPCR_amplification of Bcpks-nrps7 

APq2 CCTCGATAGCCTCTTCTCTAATACGT Bcpks7 qPCR_amplification of Bcpks-nrps7 

Ac-PKS6qF CAGCAATCGTTGTCCTGAAATC  Bcboa6 qPCR_amplification of Bcboa6 

Ac-PKS6qR GTTTATCGCGTTCTTCACCTGTTA  Bcboa6 qPCR_amplification of Bcboa6 

AP173 GATCTCGGCACTTTCATGTGATC Bcbot6 5'flank Cloning_creation of a complementation cassette 

AP177 gttcccgtagctattagtaactgga-AGCCCGGATGGCAGAGTGGTAAG BcniaD 5'flank-Bcbot6 3'flank Cloning_creation of a complementation cassette 

AP178 cccaaaaaatgctccttcaatatca-TCCTAACATTATAATATCAAAAAG PtrpC-Bcbot6 5'flank Cloning_creation of a complementation cassette 

AP172 GATCACATGAAAGTGCCGAGATC Bcbot6 5'flank Cloning_creation of a complementation cassette 

bcniaD5'sF1 CAACAAAGGCATTACCAACCG BcniaD 5'flank Diagnostic PCR_creation of a complentation cassette 

AP118 TGTGGAGAATGAGGCAGAT Bcbot6 Diagnostic PCR_creation of a complentation cassette 

AP137 tagaactagt-GTCAGCAACAGTGCTGGT (SpeI)-Bcbot6 5'flank Diagnostic PCR_creation of a complentation cassette 

AP138 taccgcggccgc-TTTTCTAATTATTCATCT (NotI)-Bcbot6 5'flank Diagnostic PCR_creation of a complentation cassette 

hygrofinU TCCACTAGCTCCAGCCAAGC PtrpC Sequencing_verification of a complementation cassette 

AP120 ttcagatct-TTATGAGGTAACCGCTCT (BglII)-Bcbot6 Sequencing_verification of a complementation cassette 

AP132 taccgcggccgc-TTCAGCCCCACTACAGAG (NotI)-Bcbot6 5'flank Sequencing_verification of a complementation cassette 

AP174 gctctacatgagcatgccctgcccctgag-CCCGGATGGCAGAGTGGTAAG Nat1-Bcbot6 3'flank Cloning_creation of a complementation cassette 

AP Nat1 pNDN F CTCAGGGGCAGGGCATG Nat1 Amplification of PtrpC::nat1 ofr creation of a complementation cassette 
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AP Nat1 pNDN R AGTGATATTGAAGGAGCATTTTTTG PtrpC Amplification of PtrpC::nat1 ofr creation of a complementation cassette 

AP175 agcccaaaaaatgctccttcaatatcact-CTCGTAACCTTTAGCAATAGA PtrpC-Bcbot6 3' flank (2) Amplification of 3' flank (2) for complementation in loco 

AP176 gcggataacaatttcacacaggaaacag-CCCGATTCGGAAGCCAGGC pRS426 3R-Bcbot6 3' flank (2) Amplification of 3' flank (2) for complementation in loco 

Nat1 hiF CGGCGAGCAGGCGCTCTACATGAGC Nat1 Diagnostic PCR_verification of the targeted integration 

AP118 TGTGGAGAATGAGGCAGAT Bcbot6 Diagnostic PCR_verification of the targeted integration 

pRS426 short 3R CGGATAACAATTTCACACAGGA pRS426 Amplification of the complementation cassette / diagnostic PCR and sequencing 

pRS426 short 5F CCAGGGTTTTCCCAGTCAC pRS426 Amplification of the complementation cassette / diagnostic PCR and sequencing 

AP137 tagaactagt-GTCAGCAACAGTGCTGGT (SpeI)-Bcbot6 5' flank Diagnostic PCR / sequencing 

AP142 taccgcggccgc-CGTCAGAAGCGTGCCTAG (NotI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot1-2 (Y1H) 

AP143 tagaactagt-AGATGACTGTGCTAGATC (SpeI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot1-2 (Y1H) 

AP144 tagaactagt-ATACATATAAAGAACGGT (SpeI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot2-1 T1 (Y1H) 

AP145 taccgcggccgc-CGTTCTTTATATGTATTT (NotI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot2-1 T2 (Y1H) 

AP146 tagaactagt-GTATTTGTTACGGTTAAG (SpeI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot2-1 T2 (Y1H) 

AP147 taccgcggccgc-GCCTTAACCGTAACAAAT (NotI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot2-1 T3 (Y1H) 

AP148 tagaactagt-CCGTTGTGGTGACATGCG (SpeI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot2-1 T3 (Y1H) 

AP149 taccgcggccgc-AATCCGCATGTCACCACA (NotI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot2-1 T4 (Y1H) 

AS53 taccgcggccgc-AGATGACTGTGCTAGATC (NotI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot2-1 and pBcbot2-1 T1 (Y1H) 

AS54 tagaactagt-CGTCAGAAGCGTGCCTAG (SpeI)-pBcbot1-2 Cloning of pBcbot2-1 and pBcbot2-1 T4 (Y1H) 

cnd15f GCCGGAGCCAATCATCTA Bcbot2 Diagnostic PCR for the presence of Bcbot2 / Genreation of the probe for the presence of Bcbot2 

cnd15r TCTTGTGCCCCAACATAAA Bcbot2 Diagnostic PCR for the presence of Bcbot2 / Genreation of the probe for the presence of Bcbot2 
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Table S2. Quantification of the different botryanes and botcinins compounds isolated from the 

recipient strain B05.10 and mutants after 5 and 12 days of culture. 

 
  Metabolite production (mg.L

-1
) 

 
5 days 

 
12 days 

Strain Botryanes Botcinins   Botryanes Botcinins 
WT:B05.10 1 (2.8) 

2 (2.26) 

3 (1.8) 

4 (0.48) 
7+8 (0.9) 

 
Derivative  

mixture (0.6) 7+8 (6.4) 

∆Bcbot6 71.3      - 7+8 (2.3)  
     - 7+8 (17.34) 

c
∆Bcbot6

niaD

 1 (3.9) 

2 (4.73) 

3 (2.03) 

5 (0.54) 

6 (1.65) 

7+8 (1.05) 
 

1 (5.5) 

1a (2.6) 

4 (6.7) 
7+8 (5.2) 

c
∆Bcbot6

CIL

 1 (0.75) 

2 (2.6) 

3 (0.93) 

5 (0.48) 

6 (1.08) 

7+8 (1.1) 
 

1 (4.65) 7+8 (5.91) 

c
∆Bcbot6

GFP

 1 (3.2) 

2 (4.8) 

3 (1.75) 

4 (2.9) 

6 (1.57) 

7+8 (0.95)   
1 (4.65) 

1a (7.85) 

4 (2.73) 
7+8 (4.7) 
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Table S3. Response to abiotic stresses in the recipient strain B05.10 and mutants. 

Medium 

Days  

post inoculation 
WT : B05.10 ∆Bcbot6 41.1 ∆Bcbot6 71.3 

c
∆Bcbot6

niaD
 

c
∆Bcbot6

CIL
 

c
∆Bcbot6

GFP
 

MM (NO
3

-
) 

2 22.3 ± 0.5 (100 %) 21.7 ± 1.3 (97 %) 23.7 ± 0.5 (105 %) 27.3 ± 2.4 (122 %) 24.0 ± 1.6 (107 %) 26.0 ± 0.0 (116 %)** 

4 48.7 ± 1.3 (100 %) 45.3 ± 3.1 (93 %) 49.0 ± 0.8 (100 %) 53.0 ± 2.9 (109 %) 49.3 ± 1.9 (101 %) 52.3 ± 2.1 (107 %) 

7 - - - - - - - - - - - - 

MM (NH
4

+
) 

2 18.7 ± 2.5 (100 %) 17.0 ± 2.9 (91 %) 21.0 ± 0.8 (113 %) 21.7 ± 0.5 (116 %) 19.3 ± 3.1 (104 %) 21.3 ± 3.4 (114 %) 

4 42.7 ± 1.7 (100 %) 45.0 ± 1.6 (105 %) 44.0 ± 1.4 (103 %) 46.7 ± 0.5 (109 %) 27.2 ± 16.0 (64 %) 46.7 ± 7.3 (109 %) 

7 65.0 ± 5.1 (100 %) 70.0 ± 0.0 (108 %) 72.0 ± 2.2 (111 %) 74.3 ± 0.5 (114 %) 79.0 ± 5.7 (122 %) 68.0 ± 4.3 (105 %) 

NaCl 

2 15.0 ± 2.2 (100 %) 12.0 ± 0.8 (80 %) 13.0 ± 0.8 (87 %) 17.0 ± 2.9 (113 %) 13.0 ± 0.0 (87 %) 13.7 ± 0.9 (91 %) 

4 34.3 ± 0.5 (100 %) 29.7 ± 0.5 (86 %)** 34.0 ± 1.6 (99 %) 36.0 ± 5.7 (105 %) 33.3 ± 1.3 (97 %) 26.0 ± 0.8 (76 %)** 

7 70.0 ± 9.2 (100 %) 49.7 ± 1.3 (71 %) 61.3 ± 3.7 (88 %) 67.0 ± 11.4 (96 %) 61.3 ± 1.3 (88 %) 37.0 ± 2.2 (53 %)* 

Sorbitol 

2 19.0 ± 1.4 (100 %) 16.3 ± 4.2 (86 %) 22.0 ± 4.3 (116 %) 20.7 ± 1.7 (109 %) 20.3 ± 1.3 (107 %) 18.0 ± 1.6 (95 %) 

4 49.0 ± 1.6 (100 %) 45.0 ± 4.3 (92 %) 50.3 ± 4.5 (103 %) 44.7 ± 1.3 (91 %) 47.7 ± 1.7 (97 %) 47.7 ± 2.1 (97 %) 

7 - - 80.7 ± 3.3 (97 %) - - 82.3 ± 0.9 (99 %) - - 81.3 ± 2.4 (98 %) 

H
2
O

2
 

2 11.0 ± 0.8 (100 %) 13.3 ± 1.9 (121 %) 13.7 ± 1.3 (124 %) 14.7 ± 2.4 (133 %) 13.7 ± 3.9 (124 %) 13.7 ± 1.3 (124 %) 

4 34.0 ± 0.8 (100 %) 33.3 ± 2.6 (98 %) 37.3 ± 4.0 (110 %) 38.3 ± 2.6 (113 %) 38.0 ± 4.2 (112 %) 38.3 ± 0.9 (112 %)* 

7 65.0 ± 2.9 (100 %) 60.7 ± 2.6 (93 %) 69.0 ± 4.9 (106 %) 66.3 ± 4.2 (102 %) 66.3 ± 5.3 (102 %) 66.0 ± 5.4 (102 %) 

Menadione 

2 8.3 ± 2.9 (100 %) 10.3 ± 1.9 (124 %) 10.7 ± 0.5 (128 %) 8.0 ± 2.2 (96 %) 12.3 ± 0.9 (148 %) 11.7 ± 0.9 (140 %) 

4 12.7 ± 4.0 (100 %) 12.7 ± 2.4 (100 %) 20.0 ± 4.6 (158 %) 9.3 ± 1.7 (74 %) 16.0 ± 0.8 (126 %) 17.3 ± 2.6 (137 %) 

7 23.0 ± 9.2 (100 %) 15.0 ± 2.2 (65 %) 30.7 ± 0.5 (133 %) 12.7 ± 0.5 (55 %) 30.7 ± 10.5 (133 %) 20.0 ± 3.6 (87 %) 

CFW 

2 23.3 ± 1.3 (100 %) 20.3 ± 1.9 (87 %) 23.0 ± 2.5 (99 %) 24.3 ± 0.5 (104 %) 22.3 ± 1.9 (96 %) 25.3 ± 1.7 (109 %) 

4 50.0 ± 0.0 (100 %) 44.3 ± 1.3 (89 %) 54.0 ± 1.4 (108 %) 52.3 ± 0.5 (105 %)* 49.7 ± 2.6 (99 %) 49.0 ± 2.9 (98 %) 

7 - - 69.7 ± 3.4 (84 %)* - - - - 79.3 ± 5.2 (96 %) - - 

RM 

2 23.3 ± 0.5 (100 %) 23.3 ± 0.9 (100 %) 24.7 ± 0.5 (105 %) 25.0 ± 0.8 (107 %) 24.3 ± 0.5 (104 %) 25.0 ± 0.8 (107 %) 

4 50.3 ± 0.5 (100 %) 49.3 ± 0.9 (98 %) 50.7 ± 0.5 (100 %) 50.7 ± 0.5 (100 %) 50.7 ± 0.5 (100 %) 52.3 ± 1.3 (103 %) 

7 - - - - - - - - - - - - 

Three-day old mycelium plugs were inoculated onto plates containing the indicated media. Cultures were incubated at 21°C with an alternation of 12 h of 

darkness and 12 h of white light. Mean values (colony diameter in mm) and standard deviation were calculated from three colonies per strain and condition. 

Relative growth (% of the WT B05.10 strain) is indicated in brackets. Statistical (t-test) analysis were performed by comparing the colony diameters of the 

mutants to the WT B05.10 strain in each condition (*p≤0.01, **p≤0.001). The symbol “ - “ indicates that the mycelium reached the edge of the plate. 
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Table S4. Screening for the presence of BcBot2 gene in different Botrytis species. 

Species Strain Location and year of isolation Host plant PCR Southern 
B. cinerea INRA 32 Chateau La Rivière, France (1992) Vitis vinifera + + 
B. cinerea INRA 651 Bar sur Seine, France (1994) Vitis vinifera + + 
B. cinerea INRA 704 Plumecoq, France (1994) Vitis vinifera + + 
B. cinerea INRA 1476 Tour Blanche, France (1998) Vitis vinifera + + 
B. cinerea INRA 1656 Turckein, France (1998) Vitis vinifera + + 
B. cinerea INRA, UWS111 Sydney, Australia (2001) Vitis vinifera + + 
B. cinerea 

INRA T4 Eyragues, France (1991) Lycopersicon 

esculentum 
+ + 

B. cinerea 
INRA 2056 Gent, Belgium (2004) Lycopersicon 

esculentum 
+ + 

B. cinerea 
INRA P462 France Lycopersicon 

esculentum 
+ + 

B. cinerea 
INRA 2060 Takelsa, Tunisia (2004) Lycopersicon 

esculentum 
+ + 

B. cinerea INRA K1 Saint Nicolas, France (1991) Actinidia deliciosa + nd 
B. cinerea Uni. Münster, B05.10  Germany (1994) Unknown + + 
B. fabae CBS109.57 Beesd, The Netherlands (1957) Vicia fabae - nd 
B. fabae MUCL98 Spain (1929) Vicia fabae - - 
B. fabae INRA 2220 Tunis, Tunisia (2004) Vicia fabae - - 
B. fabae INRA 2232 Korba, Tunisia (2004) Vicia fabae - nd 
B. fabae INRA 2237 Mateur, Tunisia (2004) Vicia fabae   nd 

B. pseudocinerea INRA 774 Trepail, France (1995) Vitis vinifera - nd 
B. pseudocinerea INRA 780 Plumecoq, France (1995) Vitis vinifera - - 
B. pseudocinerea INRA 987 Plumecoq, France (1995) Vitis vinifera - nd 
B. pseudocinerea INRA 1779 Aloheim, Germany (1995) Vitis vinifera - - 
B. pseudocinerea INRA 1814 Suffolk, UK (1997) Fragaria ananassa - - 

B. calthae MUCL 1089 Lovenjoel, Belgium (1960) Caltha palustris - - 
B. aclada MUCL 8415 Kitzeberg, Germany (1965) Allium cepa + + 

B. squamosa MUCL1107 California, USA (1923) Allium cepa + + 
B. porri MUCL 3234 Unknown place (1926) Allium porrum + + 

B. convoluta MUCL 11595 Salem, Oregon, USA (1968) Rhyzome - - 
S. sclerotiorum Uni. Florida, 1980 Nebraska, USA Phaseolus vulgaris - - 

The PCR primers cnd15f and cnd15r were used to amplify the Bcbot2 gene and to generate a probe for the Southern hybridization. 

Sclerotinia is the closest genus to Botrytis, and the genome of S. sclerotiorum lacks the botrydial gene cluster (Amselem et al., 2011). nd: 

not determined. 
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Régulation spécifique du cluster de 

l’acide botcinique chez B. cinerea 
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Introduction 

 Le pouvoir pathogène de Botrytis cinerea, repose en partie, comme il l’a été abordé 

précédemment dans ce manuscrit, sur la production de toxines non-hôte spécifiques. Il s’agit de l’acide 

botcinique (BOA) ainsi que de ses dérivés (les botcinines) et du botrydial (et ses dérivés appelés 

botryanes). Il a été démontré que ces métabolites ont un rôle redondant dans l’infection. Cependant, 

leur(s) cible(s) moléculaire(s) demeure(nt) inconnue(s) (Dalmais et al., 2011; Rossi et al., 2011).  

 Le cluster de gènes impliqués dans la biosynthèse du polycétide BOA a été caractérisé par 

Dalmais et al. (2011). L’observation de la surexpression in planta de Bcboa6 et Bcboa9 tous deux 

codant des polyketide synthases (PKS) a conduit les auteurs à générer des mutants déficients dans ces 

gènes. BcBoa6 et BcBoa9 se sont avérés impliquées dans la production de BOA et leur rôle a depuis 

été caractérisé via l’utilisation de marqueurs isotopiques (Massaroli et al., 2013). BcBoa6 est ainsi 

responsable de la formation de la structure cyclique partagée par les botcinines et les botrylactones 

(une autre famille de métabolites) alors que BcBoa9 est impliqué dans la formation de la chaine 

latérale retrouvée chez BOA et ses dérivés. De plus, ces résultats ont prouvé que les botcinines et les 

botrylactones possèdent un squelette construit à partir d’unité d’acétate et que les quatre groupements 

méthyles proviennent de la méthionine.  A l’époque de l’étude de Dalmais et al. (2011), l’assemblage 

complet des séquences génomiques de B. cinerea n’était pas achevé. Seuls 118 contigs (séquences 

continues obtenues à partir de l’assemblage de séquences qui présentent un chevauchement) étaient 

disponibles (Amselem et al., 2011). Les auteurs ont ainsi identifié les gènes adjacents d’une part au 

gène clé Bcboa6 et d’autre part au gène clef Bcboa9. Sur la base de données d’expression chez un 

mutant affecté dans la sous-unité α de la protéine G (∆Bcbcg1), le cluster BOA a été défini et a été 

prédit comme composé de 17 gènes présents sur deux contigs différents. La première partie du cluster 

comprenait les gènes de Bcboa1 à Bcboa6 et la seconde de Bcboa7 à Bcboa17. La présence de 

séquences A+T-riches de part et d’autres de ces deux sets de gènes interférait avec les tentatives 

d’identification des gènes voisins par PCR et ne permettait donc pas de définir si le cluster était 

présent en un unique locus au sein du génome ou s’il était séparé en deux parties. En plus de ces deux 

gènes codant les enzymes clés, le cluster BOA est, d’après Dalmais et al., composé de dix gènes 
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codant des protéines putativement impliquées dans les modifications apportées au squelette du BOA 

pour synthétiser les MS finaux. Deux gènes (Bcboa12 et Bcboa14) codent des protéines à la fonction 

inconnue. De façon intéressante, le cluster BOA comporte trois gènes putativement impliqués dans sa 

régulation. En effet, ceux-ci codent pour des protéines ayant des domaines caractéristiques de facteurs 

de transcription (Bcboa13 et Bcboa15) ou de régulateur putatif (Bcboa1). Le cluster BOA est 

également présent chez Sclerotinia sclerotiorum qui est une espèce proche de B. cinerea (Amselem et 

al., 2011; Dalmais et al., 2011). Chez cet organisme les gènes Ssboa1 et Ssboa2 sont présents en un 

locus au sein du génome tandis que les gènes Ssboa3 à Ssboa13 sont localisés au niveau d’un autre 

locus. Les homologues des gènes Bcboa14 à Bcboa17 ne sont pas prédits chez cette espèce. 

 Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes intéressés à la caractérisation plus précise du 

cluster BOA. Dans un premier temps, nous avons cherché à caractériser la région génomique 

contenant le cluster. L’obtention récente de l’assemblage complet du génome de B05.10 (van Kan et 

al., 2016) a permis d’apporter de nouvelles informations importantes quant à la structure des gènes 

Bcboa et à leur localisation. Nous avons cherché à identifier des copies d’éléments transposables (ETs) 

et à définir si les séquences A+T-riches pouvaient provenir de l’action du RIP comme c’est le cas pour 

le cluster BOT (Porquier et al., 2016a). Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à la 

régulation spécifique du cluster BOA. Nous avons ainsi caractérisé les trois gènes candidats Bcboa1, 

Bcboa13 et Bcboa15. Finalement, les clusters BOT et BOA sont co-régulés lors de l’infection mais 

aussi dans les différents milieux de culture testés (Viaud et al., 2016). Ainsi, nous avons mis en place 

des expérimentations visant à identifier de possibles régulateurs communs agissant en amont des  

clusters BOT et BOA. 



135 

 

Résultats 

1. La région génomique du cluster BOA comporte une structure bipartite avec des 

portions A+T-riches et des éléments transposables (ETs) RIPés 

1.1. Le cluster BOA est présent en un unique locus au sein du génome de B05.10 

 Les informations génomiques disponibles suite aux premiers séquençages du génome de 

B05.10 laissaient planer le doute sur le lien physique entre les deux parties du cluster au sein de cette 

souche. Des informations obtenues chez une autre souche, i. e. T4, indiquaient que les deux parties du 

cluster étaient liées par une région de 8 kb (Staats et van Kan, 2012). Ce n’est qu’avec l’assemblage 

complet du génome de la souche B05.10 (van Kan et al., 2016) que le mystère a pu être levé. Il 

apparait ainsi que le cluster défini par Dalmais et al. (2011) (Bcboa1-Bcboa17) est présent en un 

unique locus à l’extrémité du chromosome 1 (BCIN01)(Fig. II.1A). Bcboa1 est même le premier gène 

de ce chromosome et se situe à environ 5 kb du télomère. Une région de 16 kb sépare Bcboa6 et 

Bcboa7. 
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Fig. II.1. Le cluster BOA est positionné dans une région génomique comprenant des portions 

A+T-riches où des ETs mutés par le RIP sont localisés. 
A. Le cluster BOA est positionné à l’extrémité du chromosome 1 (BCIN01). Les gènes prédits par van 

Kan et al., 2016 et les ETs identifiés dans Porquier et al. (2016) sont représentés (Cf. Tableau II.1 

pour plus de détails). Les variations du taux de G+C ont été analysées par le calcul de points de 

segmentation avec GC-profile (Gao et Zhang, 2006). Les régions A+T-riches contiennent 

exclusivement des ETs tandis que les régions équilibrées en G+C/A+T contiennent les gènes. B. Le 

pourcentage en G+C ainsi que les indices de RIP ont été calculés par fenêtres de 500 pb avec un 

recouvrement de 400 pb tout au long de la région représentée. Les indices RIP_CA et RIP_CT 

représentent le ratio de conversion des dinucléotides pré-RIP CA et CT en dinucléotides post-RIP CT 

et TT respectivement (ainsi que leur reverse complément TG->TA et AG->AA). 
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Tableau II.1. Eléments génomiques présents dans la région comprenant le cluster BOA. 

Gene / TE copy Gene / TE consensus name Lenght (bp) Gene function 

T1 RLX_P21.1 (Boty) 3, 487  

T2 
DXX-MITE_P15.8 311 

 
Bcboa1 Bcin01g00010 1, 179 Putative NmrA-like regulator 

T3 DXX-MITE_P15.8 122 
 

Bcboa2 Bcin01g00020 1, 970 Putative flavin-binding MO-like 

Bcboa3 Bcin01g00030 1, 809 Putative monooxygenase 

Bcboa4 Bcin01g00040 1, 171 Putative monooxygenase 

Bcboa5 Bcin01g00050 1, 128 Putative alcohol dehydrogenase 

Bcboa6 Bcin01g00060 7, 563 Polyketide synthase (Dalmais et al., 2011) 

T4 RLX_P6.1 (Boty) 6, 428 
 

T5 RLX_G57 279 
 

Bcboa7 Bcin01g00070 1, 780 Putative monooxygenase 

Bcboa8 Bcin01g00080 2, 468 Putative FAD-binding 

Bcboa9 Bcin01g00090 7, 400 Polyketide synthase (Dalmais et al., 2011) 

Bcboa10 Bcin01g00100 984 Putative thioesterase 

Bcboa11 Bcin01g00110 1, 413 Putative transferase 

Bcboa12 Bcin01g00120 663 Unknown 

Bcboa13 Bcin01g00130 1, 901 Zn(II)2Cys6 transcription factor 

T6 DTX_G36 1, 113 
 

Bcboa15 Bcin01g00140 540 Pseudogene 

Bcboa16 Bcin01g00150 831 Putative dehydratase / Pseudogene 

Bcboa17 Bcin01g00160 825 Putative dehydrogenase 

T7 DXX-MITE_P15.8 311 
 

T8 noCat_G9 495 
 

T9 DXX-MITE_P15.8 315 
 

T10 RLX_P6.1 (Boty) 9, 667  

T11 DXX-MITE_P15.8 447  

T12 RLX_P26.1 (Boty) 76  

T13 DXX-MITE_G19 233  

 Bcin01g00170 1, 942 Putative permease 

Les gènes et les ETs apparaissent dans l’ordre dans lequel ils apparaissent sur le BCIN01 (Fig. II.1). Le nom des consensus des 

ETs se réfère à l’annotation effectuée dans Porquier et al. (2016). 
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1.2. Bcboa1-Bcboa13 sont co-régulés 

 Le cluster BOA avait été défini sur la base du profil d’expression (obtenu à partir de filtres 

haute-densité à ESTs pour Expressed Sequences Tags) chez le mutant ∆Bcbcg1 et des fonctions 

putatives de ses gènes prédits (Dalmais et al., 2011). La nouvelle annotation du génome de B05.10 

basée sur des données importantes de RNAseq a permis de faire évoluer les connaissances sur le 

cluster (Tableau II.1). Ainsi, Bcboa14 n’est plus prédit comme un gène à part entière, mais ferait 

partie de la région 3’UTR de BcBoa15 (van Kan et al., 2016 ; Fig.II.S1 à la fin du Chapitre). Depuis 

l’étude de Dalmais et al. (2011), de nombreuses données transcriptomiques ont aussi été acquises. 

Dans le but d’avoir une vue d’ensemble de l’expression des gènes présents dans la région génomique 

étudiée, nous avons représenté en Fig. II.2 le profil d’expression des gènes prédits Bcboa ainsi que du 

gène voisin Bcin01g00170 (qui n’est pas prédit comme faisant partie du cluster) dans différentes 

conditions de croissance et différents fonds génétiques. On remarque que parmi les trois jeux de 

données, le niveau d’expression est faible pour Bcboa15 et nul pour Bcboa16. Ces données peuvent 

indiquer que Bcboa16, et dans une moindre mesure Bcboa15, sont des pseudogènes. Ici, les 

pseudogènes sont définis comme des séquences d’ADN pouvant montrer une homologie avec des 

gènes fonctionnels mais qui contiennent des mutations n’aboutissant pas à la production d’une 

protéine ou menant à la production de protéines dont la fonction est compromise (Yang et al., 2011). 

Une pseudogénisation peut résulter de l’insertion d’une mutation entrainant un codon stop prématuré, 

un décalage du cadre de lecture, d’une jonction d’épissage défectueuse ou encore d’une mutation au 

sein des séquences régulatrices nécessaires à la transcription (Zhang et al., 2010; Yang et al., 2011). 

Généralement, les pseudogènes présentent une expression plus faible que celle des gènes dont ils 

proviennent. 

En ce qui concerne les gènes Bcboa1-Bcboa13, les profils d’expression semblent similaires 

dans toutes les conditions, ce qui suggère une co-régulation. Finalement, le profil d’expression de 

Bcboa17 semble légèrement différent de celui du reste des gènes prédits Bcboa. Notamment, 

l’expression du gène ne semble pas aussi affectée chez le ∆Bcvel1 que le reste des gènes du cluster 

(Fig. II.2B). 
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Fig. II.2. Profils d’expression des gènes du cluster BOA putatif. 

Les profils d’expression des gènes présents au niveau de la région génomique du cluster BOA et 

acquis dans diverses conditions sont représentés. Les données ont été extraites des résultats obtenus 

par puce à ADN dans les études de A. Kelloniemi et al. (2015), B. Schumacher et al. (2015) et C. 

Simon et al. (2013). 
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1.3. Le cluster BOA est situé dans une région bipartite qui comporte des portions riches 

en A+T 

 La caractérisation précise de l’environnement génomique du cluster BOA chez B05.10 s’était 

préalablement avérée impossible en raison de la présence de séquences A+T-riches de part et d’autres 

des parties identifiées du cluster. L’acquisition de la séquence du génome de B05.10 (grâce à 

l’utilisation de la technologie PacBio) a permis de confirmer ces observations. Pour avoir une idée 

plus précise de l’évolution de la composition de l’ADN tout au long des chromosomes, nous avons 

utilisé l’outil GC-profile (http://tubic.tju.edu.cn/GC-Profile/; Gao et Zhang, 2006). Cet outil permet de 

calculer des points de segmentation qui représentent des changements importants du ratio G+C/A+T. 

Cinq de ces points de segmentation ont pu être déterminés au niveau de la région génomique étudiée. 

Ainsi, la Fig. II.1 montre une alternance entre des portions d’ADN A+T-riches (environ 80% en A+T) 

et des portions dont le pourcentage en G+C est comparable à la moyenne du génome (i.e. 42.75% ; 

Staats et van Kan, 2012). On remarque que de façon évidente, les portions d’ADN dont le ratio 

G+C/A+T est équilibré comportent les gènes (et les possibles pseudogènes) Bcboa. A l’inverse, les 

portions A+T-riches ne contiennent pas de séquence codante. 

1.4. Les régions A+T-riches contiennent des ETs 

 Précédemment, dans le cadre de la caractérisation du cluster BOT, nous avons entrepris 

l’annotation des ETs sur le génome de B05.10 (Porquier et al., 2016a). Ici, dans le but de définir si 

pour le cluster BOA également, les régions A+T-riches comportent des ETs, nous avons localisé les 

transposons prédits au niveau de la région génomique étudiée (Tableau II.1, Fig. II.1A). Les trois 

classes  d’ETs (LTR, TIRE et MITE; Wicker et al., 2007) identifiés chez B. cinerea (Porquier et al., 

2016a) sont représentées parmi eux. De plus, un ET (T8) n’appartient à aucune classe et est par 

conséquent attribué à la catégorie « nocat ».  A l’inverse du cluster BOT au sein duquel seuls des 

reliques d’ETs avaient pu être identifiées (longueur souvent inférieure à 400 pb et faible alignement 

par rapport à leur ET consensus), le cluster BOA est à proximité d’ETs présentant une forte 

hétérogénéité de taille. Trois d’entre eux, appartenant à la classe des LTR, sont particulièrement longs 

(T1, T4 et T10 dont la longueur est respectivement de 3 487, 6 428 et 9 667 pb). On peut observer que 
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d’une manière générale, les ETs sont principalement localisés au niveau des séquences A+T-riches 

(les exceptions étant T3 et T6). 

1.5. Les ETs présents au niveau de la région génomique du cluster BOA sont RIPés 

 Il est maintenant bien connu que le mécanisme du RIP est impliqué dans le silencing de 

certaines séquences chez les champignons dont B. cinerea (Hane et Oliver, 2008; Amselem et al., 

2015). Son action (se caractérisant par la mutation de bases C en T) a pour conséquence 

l’augmentation du pourcentage en A+T de l’ADN. Ainsi, pour aller plus loin dans la caractérisation de 

la région génomique comprenant le cluster BOA et pour déterminer si l’action du RIP pourrait être à 

l’origine de l’enrichissement en A+T observé au niveau des ETs, nous avons utilisé deux approches 

alternatives. La première consiste à calculer des indices de RIP sur une région génomique d’intérêt. 

Chez B. cinerea, il a été démontré que les mutations résultant du RIP (C vers T) intervenaient 

principalement au sein des dinucléotides CA et CT (Amselem et al., 2015). Ainsi, nous avons calculé 

les indices de RIP pour ces deux mutations majoritaires (CA->TA et CT->TT et les complémentaires 

inverses) pour l’ensemble de la région génomique comprenant le cluster BOA (Fig. II.1A). Les 

résultats montrent clairement que ces indices de RIP augmentent au niveau des régions riches en A+T 

comprenant les ETs. A l’inverse, ils restent faibles au niveau des portions d’ADN au sein desquelles le 

ratio G+C/A+T est équilibré. Le locus comprenant le T6 est le seul situé dans une région au ratio 

C+G/A+T équilibré pour lequel les indices de RIP augmentent parallèlement à une diminution 

ponctuelle du ratio C+G/A+T. Ces résultats semblent donc indiquer que les ETs qui se trouvent dans 

la région génomique étudiée ont été mutés par le RIP. Pour les confirmer, nous avons utilisé une 

seconde approche. A l’inverse de la première qui visait à faire une étude globale de la région, cette 

nouvelle stratégie nécessite l’étude de chaque ET de façon isolée. Pour cela, la copie d’ET étudiée est 

alignée avec son ET consensus. Néanmoins, cette approche n’est envisageable que si l’ET étudié est 

suffisamment long (>400 pb) et si l’alignement avec son consensus est suffisamment important (>80 

%). Ainsi, nous avons décidé d’utiliser cette méthode basée sur l’alignement uniquement avec les trois 

ETs les plus longs (peu dégénérés vis-à-vis de leur consensus), c’est-à-dire T1, T4 et T10. Après 

alignement des copies de ces ETs avec leur consensus, nous avons calculé le taux de transitions / 
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transversions qui donne des indications sur l’occurrence du RIP (Tableau II.2). Un ratio Ti/Tv 

supérieur à 2 indique une probable occurrence du RIP. De plus, toutes les mutations possiblement 

induites par le RIP (c’est-à-dire CA->TA, CT->TT, CC->TC, CG->TG et leur complémentaire 

inverse) ont été calculées. Chez B. cinerea, le RIP agit préférentiellement au niveau des dinucléotides 

CA et CT (Amselem et al., 2015). Pour les T1 et T4, les résultats suggèrent clairement des mutations 

par le RIP en raison de leur ratio Ti/Tv ainsi que par la proéminence des mutations CA->TA et CT-

>TT (ainsi que leur inverse complémentaire). En ce qui concerne T10, malgré un ratio Ti/Tv inférieur 

à 2, les résultats du RIP_CA et RIP_CT sont majoritaires. 

 L’ensemble de ces résultats suggère donc fortement que les ETs qui sont présents au niveau 

des portions A+T-riches de la région étudiée ont subi des mutations induites par le RIP. 

Tableau II.2. Résultats de l’analyse de l’occurrence du RIP sur des copies d’ETs. 

ET Ti/Tv %RIP_CA2 %RIP_CT2 %RIP_CG2 %RIP_CC2 

T1 3.0 23.0 45.9 9.5 21.6 

T4 55.1 45.1 38.6 7.0 9.3 

T10 1.4 45.0 40.6 5.5 8.9 

Ti : transition ; Tv : transversion. Les formules pour le calcul des indices de RIP (%RIP_CX2) sont 

présentées dans la partie Matériels et méthodes. 

 

2. Mise en évidence d’un régulateur spécifique du cluster BOA 

2.1. Rôle putatif de BcBoa13, BcBoa1 et BcBoa15 dans l’expression des gènes Bcboa 

 La plupart des clusters du métabolisme secondaire fongique possède un FT Zn(II)2Cys6 qui 

contrôle spécifiquement l’expression des gènes impliqués dans la synthèse du métabolite (Brakhage, 

2012; Knox et Keller, 2015). C’est notamment le cas de GliZ qui est un régulateur transcriptionnel 

spécifique du cluster de la gliotoxine chez Aspergillus fumigatus (Bok, Chung, et al., 2006). Etant 

donné que BcBoa13 est prédit comme possédant ce domaine particulier (PF00172), nous avons émis 

l’hypothèse que cette protéine devrait jouer le rôle de régulateur spécifique du cluster BOA.  
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Par ailleurs, le gène Bcboa1 code pour une protéine qui possède un domaine NmrA (PF05368) 

(Fig. II.3) comme la protéines Bik4 de Fusarium fujikuroi (et BcBik4 de certaines souches de B. 

cinerea) qui régule positivement la synthèse du pigment rose appelé bikaverine (Wiemann et al., 

2009). Si la fonction des protéines NmrA-like demeure inconnue, celle de la protéine NmrA (Nitrogen 

metabolite regulator) d’A. nidulans est d’interagir avec le FT AreA pour réprimer l’activité de ce 

dernier  (Tudzynski, 2014). 

Enfin, le gène Bcboa15 code pour une protéine avec un domaine Fungal Trans (PF04082) 

spécifique des FTs fongiques. La protéine prédite ne semble pas contenir de domaine de fixation à 

l’ADN mais l’étude évolutive de van der Burgt et al. (2014) révèle qu’un domaine de liaison à l’ADN 

aurait été présent en partie Nter de la protéine ancestrale (Fig. II.4). Il est probable que des mutations 

(illustrées sur la Fig. II.4B) soient apparues au sein de la séquence donnant naissance à la protéine 

tronquée BcBoa15 actuelle. Une telle protéine ne possédant que le domaine Fungal Trans est 

néanmoins fonctionnelle chez le champignon Ascochyta rabiei (Kim et al., 2015).  
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Fig. II.3. Représentation des domaines prédits de BcBoa13, BcBoa1 et BcBoa15. 
Les protéines BcBoa13, BcBoa1 et BcBoa15 ainsi que des protéines caractérisées possédant des 

domaines similaires sont schématisées. Les domaines ont été prédits avec PFAM 

(http://pfam.xfam.org/). Les signaux de localisation nucléaires (NLS) ont été prédits avec WOLF 

pSORT (http://www.genscript.com/wolf-psort.html). Les domaines représentés sont Zn(II)
2
Cys

6
 

(PF00172), NmrA (PFAM05368) et Fungal Trans (PF04082) . Af : Aspergillus fumigatus ; Ar : 

Ascochyta rabiei ; Bc : Botrytis cinerea ; Ff : Fusarium fujikoroi. 
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Fig. II.4. Comparaison de BcBoa15 avec la protéine ancestrale d’après van der Burgt et al. 

(2014). 
A. La CDS prédite actuelle (Bcin01g00140 ; représentée par la flèche orange) est entourée de longues 

séquences non-codantes 5’ et 3’ comprenant des exons (en bleu) et des introns (ligne grise). B. 

Comparaison de la protéine prédite actuelle (BcBoa15) avec la protéine ancestrale (BcBoa15
a
) prédite 

par van der Burgt et al. (2014). Les domaines ont été prédits avec PFAM (http://pfam.xfam.org/). Les 

domaines représentés sont Zn(II)
2
Cys

6
 (PF00172) et Fungal Trans (PF04082). Les mutations délétères 

prédites par van der Burgt et ses collaborateurs sont représentées par les triangles inversés rouges. 

 

2.2. Délétion de Bcboa13, Bcboa1 et Bcboa15 

 Pour tester le rôle de régulateur putatif des protéines BcBoa13, BcBoa1 et BcBoa15, nous 

avons dans un premier temps généré des mutants KO. L’ORF de Bcboa13 a été remplacée par le gène 

de résistance à l’hygromycine tandis que celles de Bcboa1 et Bcboa15 ont été remplacées par le gène 

de résistance à la nourséotricine (Fig. II.S2 et II.S3 à la fin du Chapitre). En ce qui concerne la 

délétion de Bcboa13, sept homocaryons (absence totale du gène sauvage) ayant intégré la cassette de 

résistance au locus ciblé ont été obtenus suite à deux clonages monospores. Une analyse par Southern 

blot n’a permis de confirmer l’insertion de la cassette de résistance en une unique copie que pour un 

des trois mutants analysés (∆Bcboa13 4.6.2). Ce mutant a donc été utilisé pour les différents tests 

effectués. Pour confirmer l’observation d’un phénotype chez ce dernier, une souche complémentée 

(
c
∆Bcboa13) a été générée en ré-introduisant le gène Bcboa13 sous le contrôle de son promoteur natif 

au locus du gène codant la nitrate réductase (BcniaD). Pour l’inactivation de Bcboa15, nous avons 
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procédé à un évènement de transformation qui a permis l’obtention de trois homocaryons 

indépendants suite à trois clonages monospore. En revanche, l’analyse par Southern blot n’a pas 

fonctionné pour la vérification des homocaryons ∆Bcboa15 testés, probablement en raison d’un 

fragment marqué de trop grande taille. Une nouvelle expérimentation avec une sonde différente ou 

avec une autre enzyme s’avère donc nécessaire afin de confirmer une unique insertion. A l’inverse de 

Bcboa13 et Bcboa15, la délétion de Bcboa1 s’est avérée infructueuse dans la souche sauvage B05.10. 

Nous avons donc décidé de déléter le gène dans le mutant ∆Bcku70 qui est déficient dans le système 

de recombinaison non-homologue et présente un taux de recombinaison homologue accru (Choquer et 

al., 2008). De plus, il a été démontré que KU70 intervenait dans l’intégrité des télomères et dans le 

mécanisme de TPE (Telomere Position Effect) qui inhibe l’expression des gènes proches des 

télomères (Boulton et Jackson, 1998). Etant donné que Bcboa1 est le premier gène prédit du 

chromosome BCIN01, nous avons émis l’hypothèse que la transformation serait plus efficace chez le 

∆Bcku70, dont l’ADN au niveau des télomères est probablement plus relâché donc plus accessible. 

Cette stratégie s’est avérée fructueuse même si seulement trois homocaryons de ∆Bcboa1 ont pu être 

obtenus à l’issue de trois évènements de transformation. Ces derniers présentent bien une unique copie 

insérée au locus d’intérêt (vérification par Southern blot ; Fig. II.S2). La complémentation des 

∆Bcboa1 et ∆Bcboa15 n’a pas été entreprise. 

2.3. BcBoa13 est le régulateur majeur du cluster BOA 

 Pour étudier l’influence de la délétion de Bcboa13, Bcboa1 et Bcboa15 au niveau 

transcriptionnel, nous avons effectué une analyse de l’expression de certains gènes Bcboa par RT-

qPCR chez les mutants ainsi que chez les souches réceptrices (B05.10 ou ∆Bcku70). Les résultats (Fig. 

II.5) démontrent que chez la souche sauvage, Bcboa6, Bcboa9 et Bcboa13 ont une expression qui 

varie entre 15 et 20 % par rapport à celle du gène de l’actine BcactA. Bcboa1, Bcboa12, Bcboa17 et 

Bcin01g00170 présentent une expression correspondant respectivement à 60, 27, 74 et 83 % par 

rapport à celle de BcactA. A l’inverse, Bcboa15, Bcboa16 et Bcin01g00180 ne sont pas ou peu 

exprimés avec une expression de 0,1 à 1 % de celle de BcactA. Chez le ∆Bcku70, l’expression des 

différents gènes étudiés est similaire à B05.10 (Fig. II.5B). En revanche, il apparait de façon flagrante 
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que la délétion de Bcboa13 entraine une diminution importante de l’expression des gènes Bcboa1, 

Bcboa6, Bcboa9 et Bcboa12 qui sont respectivement sous-exprimés par un facteur d’environ 670, 18, 

34 et 10 par rapport à la souche sauvage. En ce qui concerne Bcboa15, même si aucune différence n’a 

pu être observée entre le ∆Bcboa13 et la souche sauvage, il n’est pas possible de conclure en raison de 

la faible expression initiale de ce gène. A l’inverse de la délétion de Bcboa13, les délétions de Bcboa1 

et Bcboa15 ne semblent pas affecter de façon significative l’expression des gènes Bcboa étudiés (Fig. 

II.5B et C). D’après ces résultats, il semblerait que seul BcBoa13 ait un rôle de régulateur sur le 

cluster BOA. Afin de valider ce résultat, la complémentation du mutant ∆Bcboa13 a été réalisée en 

intégrant le gène sauvage sous le contrôle de son promoteur natif au locus BcniaD (Fig. II.S2). Chez 

le transformant 
c
∆Bcboa13 obtenu, l’expression des gènes Bcboa étudiés n’est pas restaurée par 

rapport au mutant (données non présentées). Des cassettes de complémentation alternatives contenant 

Bcboa13 fusionné à l’ORF de la GFP sous le contrôle de du promoteur natif  de BcBoa13 ou du 

promoteur constitutif PoliC sont actuellement utilisées pour complémenter ∆Bcboa13 (Fig. II.S2). 

 Une façon commune de déterminer les limites d’un cluster du métabolisme secondaire 

consiste à étudier la co-régulation des gènes chez les mutants délétés dans le/les gènes de ce cluster 

putativement impliqués dans sa régulation spécifique. Ainsi, l’analyse de l’expression des gènes 

présents vers la fin du cluster prédit BOA, c’est-à-dire Bcboa16, Bcboa17, Bcin01g00170 et 

Bcin01g00180 est particulièrement intéressante pour déterminer ses limites. Aucune différence 

significative de l’expression de ces gènes n’a pu être observée chez le ∆Bcboa13. L’ensemble des 

résultats semble donc indiquer que le cluster BOA serait composé des gènes Bcboa1-Bcboa13 comme 

suggéré précédemment par l’étude des profils d’expression des gènes du cluster dans différentes 

conditions (Fig. II.2). 

 Pour définir si BcBoa13 pourrait avoir un rôle dans la régulation d’autres clusters, nous avons 

analysé l’expression de deux autres gènes impliqués dans le métabolisme secondaire chez B. cinerea. 

Le premier est Bcbot2 qui code la sesquiterpène synthase impliquée dans la production de la toxine 

BOT. Le second gène dont l’expression a été étudiée est Bcpks7 (Cf. Chapitre III). Les résultats de 

l’analyse de l’expression de ces gènes (Fig. II.5D) montrent que chez la souche sauvage, Bcbot2 et 
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Bcpks7 atteignent des niveaux d’expression d’environ 150 et 10 % respectivement par rapport à 

l’actine. Chez ∆Bcboa13, ces niveaux d’expression sont comparables à ceux de la souche sauvage, ce 

qui sous-entend que leur activation n’est pas dépendante de BcBoa13.  
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Fig. II.5. BcBoa13 régule les gènes Bcboa. 

Des suspensions de conidies ont été préparées pour les différentes souches et 300 µl de ces 

suspensions ont été étalés sur une boite contenant du milieu solide jus de raisin (pH ajusté à 4)  

recouvert de cellophane. La culture des échantillons a duré 48 h à 23°C avec une alternance de 14 h 

d’obscurité et 10 h de lumière. L’expression des gènes indiqués a été analysée par RT-qPCR. Tous les 

résultats ont été obtenus selon la méthode du 2
-∆Ct

 (Livak et Schmittgen, 2001). Pour A et D, les 

résultats ont été obtenus à partir de trois réplicats biologiques et d’au moins deux réplicats techniques. 

La moyenne et les écarts types sont représentés. Pour B et C, les résultats présentés sont issus d’un 

réplicat biologique. 
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2.4. Les délétions de Bcboa13, Bcboa1 et Bcboa15 n’affectent pas l’agressivité de B05.10 

 Nous avons voulu tester l’effet de la délétion de Bcboa13, Bcboa1 ou de Bcboa15 sur le 

pouvoir pathogène de B05.10. Pour cela, nous avons procédé à des tests d’infection sur plants de 

haricots. Les résultats de la Fig. II.6 montrent que l’absence de chacun de ces gènes n’entraine aucune 

différence d’agressivité entre le mutant et la souche réceptrice (B05.10 ou ∆Bcku70). De plus, 

l’inactivation de Bcboa13 n’a mené à l’observation d’aucune différence morphologique en 

comparaison avec la souche sauvage sur divers milieux (pauvre, riche et jus de raisin) (Fig. II.7). Le 

∆Bcboa13 ne présente pas de défaut de conidiation et produit de la même façon que le WT des 

sclérotes à l’obscurité. Des tests de croissance devront être réalisés pour compléter ces résultats. 

 

 

 

Fig. II.6. La délétion de Bcboa13, Bcboa1 et Bcboa15 n’affecte pas l’agressivité de B05.10. 

Des feuilles détachées de haricot (Phaseolus vulgaris) ont été inoculées avec des plugs de jeune 

mycélium (3 j sur ML). La moyenne du diamètre des lésions a été calculé 72 hpi (A) ou 48, 72 et 96 

hpi (B). Les résultats en A ont été déterminés à partir de quatre lésions issues d’un nombre variable de 

mutants indépendants (mutants 2.5.3A et 3.3.1 pour ∆Bcboa1, 13.1 et 41.3 pour ∆Bcboa15, du 

∆Bcboa13 4.6.2 et du ∆Bcku70 a2). Les résultats pour ∆Bcboa1 ont été complétés par la mise en place 

d’un test dans lequel 8 infections ont été réalisées pour chacun des 3 mutants (1.1.2, 2.5.3 et 3.3.1). 

Ces résultats ne sont pas présentés ici car la souche B05.10 (et non pas la souche réceptrice ∆Bcku70) 

a été utilisée comme témoin. Les résultats obtenus sont similaires à ceux présentés ici. Les résultats 

présentés en B ont été calculés à partir de dix infections provoquées par la souche sauvage ou le 

∆Bcboa13 4.6.2. Les barres d’erreur représentent les écarts types. 
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Fig. II.7. La délétion de Bcboa13 n’entraine pas de modification du phénotype sauvage tandis 

que sa surexpression affecte la croissance et l’aspect du mycélium. 
Des plugs de jeune mycélium (3 jours) ont été ensemencés sur les milieux indiqués. Les souches ont 

ensuite été cultivées à 21°C avec les conditions lumineuses suivantes : LD (14 h d’obscurité/10 h de 

lumière), LL (lumière continue) ou DD (obscurité continue). Les photos présentées ont été prises 14 

jours après inoculation. L : light ; D : darkness. 
 

3. Caractérisation de BcBoa13 

3.1. BcBoa13 est localisée dans le noyau 

 Afin de vérifier que le FT putatif BcBoa13 est une protéine nucléaire, nous avons généré une 

cassette codant une protéine de fusion BcBoa13:GFP sous le contrôle du promoteur constitutif pOliC. 

Dans une première série d’expérimentations, nous avons intégré cette cassette dans la souche sauvage 

B05.10 afin de localiser la protéine de fusion. Les transformants résultants sont nommés 

OE:Bcboa13:gfp. Comme le montre la Fig. II.8, la protéine semble bien localisée au niveau du noyau 

dans les conditions testées. Néanmoins, l’utilisation de la microscopie confocale nous a permis de 

remarquer que le signal de fluorescence n’est pas homogène au sein du noyau. Effectivement, des 

points plus intenses que nous appellerons par la suite « foci » sont observables et alternent avec des 

zones qui ne fluorescent pas ou peu. Nous avions observé le même phénomène lors de la fusion de la 

GFP au FT BcBot6 et ce indépendamment de la position de la GFP (N terminale ou C terminale). En 

plus de cette localisation particulière, nous avons noté que le transformant OE:Bcboa13:gfp présentait 

un phénotype différent de celui de la souche sauvage et du ∆Bcboa13. La croissance de ce mutant est 
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en effet retardée, il présente une coloration plus foncée que B05.10 et ne produit que très peu de 

conidies (Fig. II.7). Ce phénomène pourrait être lié à une sur-production de BOA et de botcinines qui 

pourraient s’avérer toxiques pour le champignon quand elles sont présentes en trop grande 

concentration. Les gènes Bcboa6 et Bcboa9 semblent sur-exprimés dans cette souche (Fig. II.9). Pour 

confirmer que le phénotype est lié à la surproduction de BOA, nous avons intégré la cassette de sur-

expression de Bcboa13 (pOliC:Bcboa13:gfp) chez le ∆Bcboa6 qui ne produit pas de BOA ni de 

botcinines (Dalmais et al., 2011). Le transformant correspondant (
∆Bcboa6

OE:Bcboa13:gfp) présente un 

phénotype identique à celui de la souche sauvage et donc différent du OE:Bcboa13:gfp. La 

surexpression de Bcboa13 chez ce transformant 
∆Bcboa6

OE:Bcboa13:gfp entraine une surexpression de 

Bcboa9 encore plus importante que celle observée chez le OE:Bcboa13:gfp (Fig. II.9). Il peut paraitre 

surprenant que nous observions une faible expression pour Bcboa6 chez 
∆Bcboa6

OE:Bcboa13:gfp. Ceci 

s’explique par le fait que seule la première partie du gène Bcboa6 a été remplacée par la cassette de 

résistance (Dalmais et al., 2011) et qu’il subsiste la partie 3’ sur laquelle ont été conçues les amorces. 

L’ensemble de ces résultats étaye notre hypothèse de toxicité puisque la surexpression du FT putatif 

chez une souche ne produisant pas de BOA n’entraine pas de modification du phénotype. 
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Fig. II.8. BcBoa13 est localisé au niveau du noyau. 
La localisation de BcBoa13 a été déterminée en fusionnant l’ORF de Bcboa13 avec l’ORF de la GFP. 

Le transformant (OE:Bcboa13:gfp) a été cultivé directement sur lamelle dans des conditions humides 

dans une boite en plastique pendant une nuit à l’obscurité puis 4 h à la lumière blanche. Le marquage 

des noyaux a été réalisé au Hoechst. 
 

 

Fig. II.9. La surexpression de Bcboa13 entraine une surexpression des gènes codant les enzymes 

clés BcBoa6 et BcBoa9. 
Des plugs de jeune mycélium ont été utilisés pour ensemencer des boites de Pétri contenant du milieu 

jus de raisin solide. Après 96 h de culture en enceinte climatique à 23°C avec une alternance de 14 h 

d’obscurité et 10 h de lumière blanche, le mycélium a été récolté et utilisé pour la préparation des 

échantillons. L’expression des gènes indiqués a été analysé par RT-qPCR à partir d’un unique réplicat 

biologique selon la méthode du 2
-∆Ct

 (Livak et Schmittgen, 2001) en prenant le gène BcactA comme 

référence. 
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3.2. Analyse de l’interaction in vivo entre BcBoa13 et les promoteurs des gènes Bcboa 

 Pour aller plus loin dans la caractérisation de BcBoa13, nous avons cherché à (i) identifier un 

motif de fixation candidat et (ii) à démontrer que la région des promoteurs pBcboa contenant ce motif 

est impliquée dans l’activation des gènes. 

3.2.1. Recherche du motif de fixation de BcBoa13 

 Dans le but d’identifier un motif de fixation candidat pour BcBoa13, nous avons procédé à une 

analyse in silico. Pour cela, nous avons utilisé l’outil en ligne MEME (Bailey et al., 1994). Ce dernier 

permet d’identifier des motifs conservés parmi un set de séquences. Les résultats présentés dans cette 

étude suggèrent que le cluster BOA serait finalement restreint aux gènes Bcboa1-Bcboa13. Afin de 

déterminer un motif de fixation pour le FT BcBoa13, nous avons utilisé trois sets de données. Il s’agit 

du promoteur des gènes (1) Bcboa1 à Bcboa13, (2) Bcboa1 à Bcboa12 et (3) Bcboa1 à Bcboa12 ainsi 

que Ssboa1 à Ssboa12 (gènes boa1 à boa12 chez Sclerotinia sclerotiorum). L’utilisation du deuxième 

set (similaire au premier mais sans le pBcboa13) s’explique par le fait qu’il est possible que le FT 

putatif ne s’autorégule pas. Ainsi, avec l’utilisation des sets 1 et 2, nous étudions les deux possibilités. 

De plus, nous avons utilisé dans le set 3, les promoteurs des gènes boa1-boa12 à la fois chez B. 

cinerea et S. sclerotiorum. Effectivement, si ces gènes sont toujours fonctionnels chez S. sclerotiorum, 

il est très probable que la séquence de fixation du FT spécifique au cluster soit hautement conservée. 

Pour notre analyse avec MEME, nous avons fait varier les paramètres en demandant au programme 

pour chaque set de séquences d’identifier un motif qui soit présent (i) 0 ou 1 fois par promoteur, (ii) 

forcément 1 fois dans chaque promoteur ou (iii) un nombre non défini de fois dans chaque promoteur. 

A partir des résultats obtenus (Fig. II.10A), nous avons pu déterminer plusieurs motifs qui présentent 

une structure commune. On y discerne un triplet inversé CGG/CCG espacé par trois nucléotides. De 

façon intéressante, les différents motifs identifiés correspondent à une position conservée sur les 

promoteurs de Bcboa6 et Bcboa9 (nommés respectivement pBcboa6 et pBcboa9). Ces positions sont 

représentées sur la Fig. II.10B. Un second motif est détecté dans le pBcboa9 lorsque le set 3 est utilisé 

avec le paramètre de recherche ANY X. Pour la suite de notre étude, nous avons nommé le motif 

candidat des pBcboa6 et pBcboa9 : motif A*. Ce dernier est particulièrement intéressant puisqu’il est 
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généralement admis qu’un triplet répété composé de G/C est caractéristique des FTs de type 

Zn(II)2Cys6 (MacPherson et al., 2006). Or, d’après les prédictions, BcBoa13 fait partie de cette famille 

de FTs.  

 

Fig. II.10. Définition de motifs candidats pour la fixation de BcBoa13. 
A. Pour identifier un motif de fixation de BcBoa13, différents sets de promoteurs ont été utilisés avec 

l’outil MEME (http://alternate.meme-suite.org/tools/meme; Bailey et Elkan, 1994). Les E-values sont 

indiquées sous les motifs prédits. B. Les différents motifs cartographiés au niveau des pBcboa6 et 

pBcboa9 ont permis de mettre en évidence une position majoritaire nommé motif A* (rectangle 

orange) au sein de chacun de ces promoteurs. Le second motif identifié au sein du pBcboa9 est 

représenté par le rectangle bleu. 
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3.2.2. Validation de l’importance de la région du pBcboa9 contenant le motif A* pour 

l’activation du gène 

 Pour démontrer que le motif candidat identifié est effectivement impliqué dans l’activation des 

gènes Bcboa, nous avons mis en place un système rapporteur dans lequel les pBcboa6 et pBcboa9 ont 

été fusionnés en amont de l’ORF de la GFP. Ainsi, la fixation d’un FT activateur in vivo au niveau des 

pBcboa6 et pBcboa9 devrait mener à l’observation de fluorescence au microscope. 

 Pour le clonage des promoteurs utilisés pour notre système rapporteur, nous avions décidé de 

générer différentes constructions du pBcboa9 en prenant le promoteur entier ou des versions tronquées 

comprenant ou pas le motif candidat. Cette stratégie permet ainsi d’identifier les parties du promoteur 

qui sont importantes pour l’activation du gène. Les différentes constructions sont présentées dans la 

Fig. II.11A. Après avoir transformée la souche sauvage B05.10 avec ces différentes constructions, 

nous avons observé les transformants au microscope à fluorescence. De plus, des transformants 

témoins ont été générés en utilisant la construction comprenant le promoteur constitutif PoliC 

positionné en amont de l’ORF de la GFP. Pour les mutants correspondants, une fluorescence 

relativement importante a pu être observée au microscope (Fig. II.11B). La construction générée à 

partir du pBcboa9 entier (pBcboa9 A) entraine un signal de fluorescence encore plus intense que celui 

observé avec le PoliC. De façon intéressante, les transformants issus de la construction du pBcboa9 B 

(qui a été tronqué en 5’ mais qui comporte toujours la répétition du motif candidat A*) présente 

toujours une fluorescence, même si cette dernière semble moins importante que pBcboa9 A. 

Finalement, lorsque le promoteur est tronqué encore un peu plus et que le motif A* est cette fois 

absent de la construction, aucune fluorescence ne peut être détectée parmi les transformants. Ces 

résultats semblent ainsi indiquer que la région du pBcboa9 au sein de laquelle nous avons identifié la 

répétition du motif candidat A* semble nécessaire pour l’activation du gène en aval, i.e. celui de la gfp 

dans le cadre de notre système rapporteur.  

 Ces résultats sont intéressants mais sont tout de même à nuancer. Effectivement, nous avons 

rencontré des problèmes lors de la vérification des transformants par des techniques moléculaires. Il 

nous a dans certains cas été impossible de vérifier l’insertion au locus ciblé. De plus, nous nous 



157 

 

sommes rendus compte que la partie en principe non-intégrée du vecteur qui a servi au clonage était 

finalement elle aussi présente au sein du génome des transformants. Nous ne sommes donc pas 

certains des différents évènements de recombinaisons qui ont pu avoir lieu. Enfin, nous suspectons que 

la construction d’intérêt ait pu être intégrée en plusieurs copies. Il est par conséquent délicat de 

comparer les transformants issus des différentes constructions d’autant plus que le système rapporteur 

utilisé présente un intérêt quantitatif. 

 

Fig. II.11. La partie du pBcboa9 contenant le motif A* semble nécessaire pour l’activation du 

gène. 
A. Le promoteur pBcboa9 a été cloné soit dans sa totalité (pBcboa9 A) ou dans des versions tronquées 

comprenant (pBcboa9 B) ou non (pBcboa9 C) le  motif candidat A* (rectangle orange) pour la fixation 

de BcBoa13. B. Les différents transformants ont été observés au microscope à fluorescence après 6 h 

de culture dans du jus de raisin liquide. 
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3.2.3. Analyse de l’interaction entre BcBoa13 et certains promoteurs putatifs cibles par 

simple hybride 

 Nous avons démontré ci-dessus que BcBoa13 est impliqué dans la régulation des gènes Bcboa. 

De plus, le système rapporteur utilisé suggère que le motif de fixation candidat A* de BcBoa13 

(identifié in silico) au niveau du pBcboa9 était dans une région qui semble importante pour 

l’activation du gène sous son contrôle. Pour déterminer si BcBoa13 interagit de façon directe avec ses 

promoteurs cibles (et particulièrement celui de Bcboa9 au niveau du motif A*), nous avons utilisé la 

technique du simple hybride. Dans le cadre de cette approche, nous avons procédé en plusieurs étapes. 

3.2.3.1. Clonage des promoteurs d’intérêt 

 Sur la base des résultats présentés ci-dessus, nous avons décidé des générer plusieurs 

constructions. Nous avons ainsi cloné le promoteur pBcboa6 dans son intégralité. Nous avons en plus 

choisi de décortiquer de façon approfondie le pBcboa9. Nous l’avons donc cloné dans son intégralité 

ainsi qu’en diverses troncations comprenant ou le motif A*. De plus, nous avons décidé de construire 

des promoteurs comprenant uniquement des versions du motif A* (soit la séquence du motif sur 

pBcboa6 soit l’une ou l’autre du pBcboa9) ainsi que du second motif du pBcboa9 et de les répéter trois 

fois. Ce type de construction a déjà permis dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe de Jan van 

Kan (Wageningen, Pays-Bas) d’identifier un FT par criblage de notre banque simple hybride (Zhang et 

al., 2015). La Fig. II.12 montre les différentes constructions générées. Finalement, pour vérifier si 

BcBoa13 est capable de se fixer sur son propre promoteur, nous avons généré des constructions 

composées de régions chevauchantes du pBcboa13 (Fig. II.13). Les constructions ont été fusionnées 

en amont du gène rapporteur HIS3, et intégrées dans le génome de la souche Y187 de S. cerevisiae. 

3.2.3.2. Clonage de BcBoa13 

 Pour le clonage d’un FT dans le cadre de l’utilisation en simple hybride, deux grandes 

possibilités existent. Il est ainsi possible de cloner (i)  l’intégralité de l’ORF du FT ou (ii) uniquement 

la région comprenant le domaine de fixation à l’ADN. N’ayant que peu de recul par rapport aux 

différences qui existent entre ces deux options notamment en termes de sensibilité, nous avons décidé 

de générer les deux constructions pour le clonage de Bcboa13 (Cf. Matériels et méthodes).  
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Fig. II.12. Constructions générées pour les pBcboa6 et pBcboa9 pour l’approche par simple 

hybride. 
Le pBcboa9 a été utilisé pour générer plusieurs constructions comprenant ou pas le motif candidat A* 

(rectangle orange) ainsi que le second motif identifié au niveau du pBcboa9. Les constructions 

amplifiées ont par la suite été fusionnées en amont du gène rapporteur HIS3 utilisé pour l’approche 

simple hybride. Les amorces utilisées sont représentées. 
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Fig. II.13. Constructions générées pour le pBcboa13 pour l’approche par simple hybride. 
Des troncations du pBcboa13 ont été amplifiées et été fusionnées en amont du gène rapporteur HIS3 

pour l’approche simple hybride. Les amorces utilisées sont représentées. 

 

3.2.4. Test d’interaction directe entre BcBoa13 avec les différentes constructions 

d’ADN 

 Pour tester l’interaction suspectée entre les protéines et les promoteurs étudiés, nous avons 

procédé à des tests d’interaction directe par simple hybride, c’est à dire en transformant les levures 

Y187 contenant les régions promotrices d’intérêt (Cf. partie 3.2.3.1) avec les constructions contenant 

les FTs (Cf. partie 3.2.3.2). Malheureusement, aucune des combinaisons testées ne nous a permis de 

prouver une régulation directe (Cf. résumé en Tableau II.3). 
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Tableau II.3. Résumé des interactions directes testées en simple hybride. 

    BcBoa13 (BD) BcBoa13 (Full) 

pBcboa9 T1 n. i. d. n. i. d. 

 T2 n. i. d. n. i. d. 

 T3 n. i. d. n. i. d. 

 T4 n. i. d. n. i. d. 

 T5 n. i. d. n. i. d. 

 T6 n. i. d. n. i. d. 

 T7 n. i. d. n. i. d. 

pBcboa6 T1 n. i. d. n. i. d. 

 T2 n. i. d. n. i. d. 

pBcboa13 T1 n. i. d. n. i. d. 

 T2 n. i. d. n. i. d. 

 T3 n. i. d. n. i. d. 

T4 n. i. d. n. i. d. 

T5 n. i. d. n. i. d. 

n. i. d. : no interaction detected 

 

4. Etude de l’interaction putative entre BcBoa13 et BcBoa1 

 L’analyse par simple hybride mise en place lors de cette étude n’a pas permis de montrer 

d’interaction directe entre BcBoa13 et les pBcboa6 et pBcboa9 même si l’expression de ces gènes est 

dépendante du FT putatif. Une de nos hypothèses est que pour jouer son rôle de régulateur, BcBoa13 

nécessiterait un cofacteur qui interviendrait dans une interaction protéine-protéine et que BcBoa1 

pourrait être ce cofacteur. Pour tester cette hypothèse, nous avons mis en place deux stratégies. La 

première fait intervenir le double hybride. Nous avons décidé de tenter cette approche car les vecteurs 

déjà clonés dans le cadre de l’approche par simple hybride étaient compatibles avec cette nouvelle 

technique. Il s’agissait ensuite de cloner les gènes étudiés (Bcboa1 et Bcboa13) fusionnés avec le 

domaine de liaison de GAL4 pour pouvoir mettre en place le test d’interaction direct. La souche de 

levure utilisée pour cette expérimentation est ensuite directement transformée avec les deux vecteurs 

complémentaires (technique de co-transformation). Des résultats préliminaires ont pu être obtenus. 

Néanmoins, ces derniers étaient trop hétérogènes pour être validés et ne sont pas avérés répétables. En 

effet, certains clones se comportaient différemment pour une même transformation. De nouveaux 

essais sont actuellement en cours, notamment en utilisant la technique du mating (croisement de deux 

souches complémentaires contenant chacune un des vecteurs) en complément de celle de la co-
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transformation. Alternativement, une approche par BiFC (Bimolecular Fluorescence 

Complementation) est actuellement mise en place pour étudier l’interaction putative entre BcBoa13 et 

BcBoa1. Cette technique permet l’étude in vivo de l’interaction et présente donc une alternative 

intéressante au système hétérologue mis en place dans le cadre du double hybride. 

5. Identification des régulateurs transcriptionnels agissant en amont de BcBot6 et 

BcBoa13 

 L’acide botcinique et le botrydial sont les deux toxines non-hôte spécifiques majoritairement 

produites par B. cinerea (Collado et Viaud, 2016). Dans le cadre de ma thèse, les deux FTs putatifs 

BcBot6 et BcBoa13 ont été caractérisés (Porquier et al., 2016; ce chapitre) levant ainsi les verrous de 

la régulation spécifique des deux clusters. Des données quant à une régulation par des acteurs globaux 

sont déjà disponibles (Viaud et al., 2016) mais aucune régulation directe n’a pour le moment été 

établie entre ces protéines et les gènes qu’elles régulent. Il s’agit donc maintenant de déterminer quels 

régulateurs transcriptionnels sont directement responsables de l’activation des gènes menant à la 

production des deux toxines. Ainsi, dans le cadre de cette étude, nous avons cherché à identifier des 

régulateurs ayant putativement un contrôle sur l’expression de BcBot6 ou BcBoa13. 

5.1. Mise en place d’une approche par simple hybride 

 Pour identifier des FTs putatifs impliqués dans la régulation de Bcbot6 ou Bcboa13, nous 

avons mis en place une approche par simple hybride. Nous avons choisi d’adopter une approche sans a 

priori. Nous avons pour cela cloné le promoteur de chacun de ces deux gènes en excluant les 100 pb 

en amont du codon d’initiation et en générant 5 constructions de 250 pb avec 50 pb de recouvrement 

pour pBcboa13 (Fig. II.13) et seulement 4 de ces constructions pour pBcbot6 (Fig. II.14) en raison 

d’un problème de clonage pour la construction la plus en 5’ à cause du fort pourcentage en A+T. Les 

constructions ont été fusionnées en amont du gène rapporteur HIS3, et intégrées dans le génome de la 

souche Y187 de S. cerevisiae. 
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Fig. II.14. Constructions générées pour le pBcbot6 pour l’approche par simple hybride. 

Des troncations du pBcbot6 ont été amplifiées et été fusionnées en amont du gène rapporteur HIS3 

pour l’approche simple hybride. Les amorces utilisées sont représentées. 

 

 

5.2. Identification d’un régulateur candidat des clusters BOT et BOA 

 Par la suite, les différentes constructions générées ont été utilisées pour cribler la banque de 

FTs de B. cinerea dont nous disposons au sein de l’équipe (Simon et al., 2013). Après plusieurs 

repiquages sur milieu sélectif, trois constructions ont permis d’isoler des clones. Il s’agit des pBcbot6 

T2 et T3 et de la pBcboa13 T3. Le séquençage de ces différents clones a permis de révéler l’identité 

des FTs clonés. Les résultats sont présentés dans le Tableau II.4. Afin de confirmer les interactions 

mises en évidence, nous avons extrait les plasmides contenant les FTs clonés pour la création de la 

banque et nous avons reconduit une analyse par simple hybride mais cette fois dans le cadre d’une 

interaction directe (FT d’intérêt avec promoteur étudié). Ces expérimentations ont uniquement permis 

de confirmer l’interaction entre le FT putatif de type bZIP codé par Bcin08g02710 et la version T2 du 

pBcbot6. De façon intéressante, ce FT putatif avait déjà été identifié lors du crible de la banque de FTs 

de B. cinerea avec la construction pBcboa9 T4. Néanmoins, l’interaction n’avait pas pu être confirmée 

dans le cadre d’un test d’interaction directe. D’après l’ensemble de ces résultats, nous avons émis 

l’hypothèse que Bcin08g02710 pourrait être un régulateur direct à la fois du cluster BOT via son 

interaction avec le pBcbot6 et du cluster BOA via une interaction possible notamment avec le 

pBcboa9.  
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Tableau II.4. Résultats du crible simple hybride avec les pBcbot6 et pBcboa13. 

Promoteur Identité BofuT4 Nom Domaine Oligos Taille 

Interactions 

précédemment 

identifiées ? 

pBcbot6 T3 Bcin08g04290 BofuT4_P084850.1 AmdA? C2H2 AS741/742 342 non 

  Bcin01g06200 BofuT4_P046240.1 BcHox7 Homeobox AS823/824 369 non 

  Bcin05g02960 BofuT4_P042280.1   Zn2(II)Cys6 AS379/380 414 oui, faux positif 

  Bcin02g07400 BofuT4_P091830.1 BcWcl1 GATA AS854/AS861 399 non 

    BofuT4_P091840.1           

pBcbot6 T2 Bcin08g02710 BofuT4_P131140.1   bZIP AS801/802 368 pBcboa9 T4 

pBcboa13 T3 Bcin05g02960 BofuT4_P042280.1   Zn2(II)Cys6 AS379/380 414  oui, faux positif 

 

 

5.3. Inactivation de Bcin08g02710 

 Pour déterminer si Bcin08g02710 est une protéine qui est effectivement impliquée dans la 

régulation des clusters BOT et/ou BOA, nous avons entrepris l’inactivation du gène. Pour cela, l’ORF 

a été remplacée par le gène de résistance à l’hygromycine. Trois homocaryons indépendants ont pour 

le moment été obtenus. Dans la suite de cette étude, il conviendra de vérifier les mutants par Southern 

blot et de caractériser l’effet de la délétion du gène. Pour cela, nous envisageons à court terme 

d’évaluer l’expression des gènes Bcbot/Bcboa chez les transformants et de coupler ces résultats avec 

une évaluation de leur agressivité. 
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Discussion 

 Précédemment, le cluster BOA avait été partiellement caractérisé par Dalmais et al. (2011). 

Néanmoins, de nombreuses informations manquaient pour déterminer sa localisation au sein du 

génome mais aussi pour définir ses limites (et donc les gènes effectivement impliqués dans la 

production du métabolite). De plus, la régulation spécifique du cluster demeurait jusqu’ici inexplorée. 

Dans le cadre de cette étude, nous visions à caractériser plus en détails ce cluster. Grâce au nouvel 

assemblage et à la nouvelle annotation du génome de la souche B05.10, nous avons pu caractériser la 

région génomique du cluster BOA. De plus, l’inactivation de certains gènes putativement impliqués 

dans sa régulation spécifique a permis de mettre en évidence le rôle clé de BcBoa13 dans l’activation 

des gènes Bcboa mais aussi de redéfinir les limites du cluster. Ces nouvelles connaissances, en 

supplément de celles acquises lors de la caractérisation BcBot6, ouvre la voie vers de nouvelles études 

notamment en rapport avec la régulation des clusters BOT et BOA par des acteurs agissant en amont 

des FTs spécifiques.  

1. Le cluster BOA est présent en un unique locus en position subtélomérique 

 Il est couramment observé que les clusters du métabolisme secondaire fongiques, notamment 

chez les Aspergilli, sont positionnés en position subtélomérique (Keller et al., 2005). Grâce à la 

nouvelle annotation du génome de B05.10, nous avons pu localiser les clusters prédits chez cette 

souche. Parmi eux, seulement un quart est localisé au niveau des subtélomères (Cf. partie 5 de 

l’Introduction générale). Le cluster BOA fait partie de ces clusters et se situe à l’extrémité du 

chromosome 1 (BCIN01). De plus, nous savons maintenant que les gènes Bcboa sont présents en un 

unique locus mais qu’une région A+T-riche d’environ 16 kb sépare Bcboa6 et Bcboa7. La longueur de 

cette région explique les échecs de sa caractérisation par le biais de méthodes moléculaires classiques 

(e. g. Tail-PCR). Le cluster BOA s’étend ainsi sur environ 55 kb.  
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2. Le cluster BOA est localisé au niveau d’une région génomique composée de 

régions A+T-riches résultant de copies d’ETs mutées par le RIP 

 La région génomique contenant le cluster BOA présente une alternance entre des portions 

d’ADN au ratio G+C/A+T équilibré comprenant les gènes, et des portions A+T-riches ne contenant 

pas de séquences codantes. Ce type de structure a déjà été observé au niveau de clusters du 

métabolisme secondaire fongique. C’est le cas notamment du cluster de biosynthèse des solanapyrones 

chez Ascochyta rabiei (Kim et al., 2015) mais aussi du cluster BOT chez B. cinerea (Porquier et al., 

2016a). Dans ces deux études, il apparait que les séquences A+T-riches proviennent de copies d’ETs 

mutées par le RIP. Dans le cadre de la présente étude, nous avons démontré qu’il en était de même 

pour le cluster BOA. Effectivement, des copies d’ETs sont présentes et sont très majoritairement 

localisées au niveau des séquences riches en A+T. Le calcul des indices de RIP a confirmé 

l’occurrence de ce mécanisme au niveau de ces régions. A l’inverse, les portions équilibrées en 

G+C/A+T n’ont pas subi de mutations entrainées par le RIP. 

 Nous pensons que les ETs présents au niveau du cluster peuvent avoir joué un rôle dans la 

structure du cluster ainsi que dans sa régulation. Malgré le fait que la plupart des ETs sont inactivés 

par différents mécanismes dont le RIP au sein des génomes fongiques (Amselem et al., 2015), il est 

généralement admis qu’ils peuvent avoir un rôle clé dans la structure des génomes durant l’évolution 

(Kazazian, 2004; Ayarpadikannan et Kim, 2014).  Notamment, les ETs sont des séquences répétées 

qui favorisent les réarrangements par recombinaison homologue. De plus, les ETs peuvent entrainer 

une régulation négative des gènes adjacents (Feschotte, 2008; Castanera et al., 2016). A l’inverse, un 

cas a été mis en évidence chez A. nidulans, chez qui l’inactivation d’une région présente au niveau du 

cluster de la pénicilline et contenant des ETs entraine une diminution de l’expression des gènes du 

cluster ainsi que de la production du métabolite (M. Shaaban et al., 2010). Bien que les mécanismes 

n’aient pas été caractérisés, il est probable qu’ils impliquent une régulation chromatinienne. Il serait 

donc particulièrement intéressant de procéder à une étude similaire chez B05.10 et d’inactiver les 

portions d’ADN génomique contenant des ETs au sein des clusters BOT et BOA pour analyser l’effet 

sur les gènes des clusters. 
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 La structure génomique bipartite observée au niveau des clusters BOT et BOA est assez peu 

fréquemment observée parmi les autres clusters du métabolisme chez B05.10 (sept sur une 

quarantaine). Ceci nous mène à nous interroger sur son implication dans la régulation des gènes 

concernés. Il a été démontré chez N. crassa que les séquences ayant subi des mutations par le RIP 

étaient spécifiquement reconnues par DIM-5 (KMT1 ; Lewis et al., 2009). Le recrutement de cette 

histone méthyltransférase entraine par la suite l’ajout des marques H3K9me3 puis le recrutement 

successif de HP1 et DIM-2 pour aboutir à la formation d’hétérochromatine. De plus, il a déjà été 

démontré que les modifications au niveau des H3K9 jouaient un rôle dans la régulation des gènes du 

métabolisme secondaire et que LaeA pourrait être impliquée dans un mécanisme ayant le rôle opposé à 

DIM-5 (Reyes-Dominguez et al., 2010; Gacek-Matthews et al., 2015). Ainsi, étant donné que les 

clusters BOT et BOA contiennent des copies d’ETs RIPées et qu’ils sont tous deux régulés par 

BcLae1 (Schumacher, Simon, Kim Christopher Cohrs, et al., 2015), il est possible que ces deux 

clusters sont sous le contrôle chromatinien mis en place par BcDim-5.  

3. Bcboa15 et Bcboa16 sont probablement des pseudogènes 

 La pseudogénisation est un phénomène qui affecte les génomes fongiques dont celui de B. 

cinerea (van der Burgt et al., 2014). L’insertion de mutations délétères peut alors mener à l’absence de 

production de la protéine ou alors à la production d’une version dont la fonction est altérée, ainsi qu’à 

une très faible expression  (Lynch et Conery, 2000). 

 D’après nos résultats, Bcboa15 et Bcboa16 présentent une expression très faible voire nulle 

dans toutes les conditions testées. En ce qui concerne BcBoa15, les prédictions de van der Burgt et ses 

collaborateurs (2014) suggèrent que la protéine ancestrale possédait un domaine de liaison à l’ADN de 

type Zn(II)2Cys6 qui a disparu dans la protéine BcBoa15 actuelle. Cette dernière possède néanmoins 

toujours un domaine Fungal Trans dont on ne pouvait exclure qu’il soit fonctionnel. En effet, chez A. 

rabiei, le gène sol4 code une protéine ne contenant qu’un domaine Fungal Trans mais qui est 

néanmoins impliquée dans la régulation du cluster de  gènes de synthèse des solanapyrones, (Kim et 

al., 2015). Nous avons par conséquent généré un ∆Bcboa15 en délétant la région comprenant la CDS 

prédite actuelle ainsi que la partie 5’ codant le domaine de liaison à l’ADN dans la probable protéine 
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ancestrale. Nous n’avons pu observer aucune différence phénotypique entre les mutants et B05.10. De 

plus, l’expression des gènes Bcboa étudiés n’a pas été affectée par la délétion de Bcboa15. Ces 

résultats suggèrent que BcBoa15 n’est pas impliqué dans la régulation du cluster BOA. D’après ces 

différentes observations, nous pensons que l’hypothèse la plus probable est que Bcboa15 et Bcboa16 

soient effectivement des pseudogènes, comme suggéré par van der Burgt et al. (2014) et van Kan et al. 

(2016). Pour Bcboa15, la pseudogénisation serait due à une mutation délétère juste en amont de la 

CDS prédite actuelle (Bcin01g00140) entrainant la mutation d’un codon responsable de l’insertion 

d’un amino-acide en codon STOP (Tableau II.5). De plus, une mutation délétère intervenant à la fin 

de la séquence prédite Bcin01g00140 serait également responsable de l’insertion d’un codon STOP à 

la place d’un amino-acide. Nous pensons qu’il est possible que ces mutations soient dues à l’action du 

RIP. Par exemple, si au sein des codons STOP actuels TAA et TGA, on suppose que les T sont issus 

de transitions (C�T), on reconstitue une protéine ancestrale hypothétique avec des codons 

responsables respectivement de l’insertion d’une glutamine et d’une arginine, ce qui permet d’obtenir 

une ORF compatible avec la protéine ancestrale prédite par van der Burgt et al. (2014). Le RIP agit au 

niveau de séquences cibles dans le génome. Néanmoins, il arrive que des séquences voisines se 

trouvent mutées (Ohm et al., 2012). Ceci peut entrainer une évolution rapide conférant un avantage au 

champignon et il est parfois proposé que ce mécanisme entraine la formation de nouveaux allèles de 

virulence. Cependant, on peut aussi imaginer qu’un gène affecté de façon non spécifique par le RIP 

puisse se trouver inactivé. Ceci mènerait ainsi à une pseudogénisation. De façon intéressante, on peut 

remarquer que sur la Fig. II.1, les indices de RIP augmentent au niveau du T6 et aussi légèrement sur 

la région en aval. Etant donné que Bcboa15 se trouve dans cette région, il est probable que l’action du 

RIP ait joué un rôle dans la pseudogénisation putative. La séquence a alors pu évoluer sans pression de 

sélection et dégénérer. 
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Tableau II.5. Hypothèses des mutations résultant en la pseudogénisation de Bcboa15 

Protéine BcBoa15 
1

er
 codon portant une 

mutation délétère 

2
nd

 codon portant une 

mutation délétère 

Bcin01g00140 
TAA 

ATT 
Stop 

TGA 

ACT 
Stop 

     

Protéines ancestrales 

hypothétiques ayant pu 

subir une mutation 

C�T 

CAA 

GTT 
Q 

CGA 

GCT 
R 

TGG 

ACC 
W 

     
     

4. BcBoa13 régule Bcboa1-Bcboa12 

 La prédiction d’un domaine Zn(II)2Cys6 au sein de BcBoa13 a permis l’émission de 

l’hypothèse de son rôle de régulateur spécifique du cluster BOA (Dalmais et al., 2011). D’après les 

résultats présentés ci-dessus, il apparait clairement que BcBoa13 est le régulateur majeur du cluster 

BOA. Effectivement, nous avons démontré que le mutant présentait une expression réduite des gènes 

Bcboa1-Bcboa12. Dans l’étude menée par Dalmais et ses collaborateurs (2011), le cluster BOA a été 

défini par les gènes Bcboa1-Bcboa17. Néanmoins, les données transcriptomiques acquises depuis 

remettent en question la co-régulation des gènes Bcboa15-Bcboa17 avec le reste des gènes prédits et 

donc les limites du cluster BOA (van Kan et al., 2016). Les résultats de RT-qPCR présentés dans le 

cadre de notre étude pour le ∆Bcboa13 permettent de conforter ces interrogations et montrent que le 

cluster serait finalement composé des gènes Bcboa1-Bcboa13. Nous avons abordé précédemment le 

fait que Bcboa15 et Bcboa16 sont probablement des pseudogènes. De plus, leur faible expression n’est 

pas affectée chez le ∆Bcboa13, ce qui suggère qu’ils ne font pas partie du cluster. Vu que l’expression 

de Bcboa17 n’est pas affectée négativement comme le reste des gènes Bcboa chez le ∆Bcboa13, il est 

probable qu’il ne soit pas non plus impliqué dans la production de BOA ou des botcinines. Néanmoins 

ce gène pourrait intervenir dans le pouvoir pathogène de B. cinerea étant donné que son expression est 

stimulée in planta ou sur milieu jus de raisin. L’analyse de l’expression des gènes qui se trouvent en 

aval de Bcboa17 après une région A+T-riche de 16 kb a démontré que Bcin01g00170 était exprimé 

dans les conditions testées et que son expression n’était pas affectée par la délétion de Bcboa13. Pour 

Bcin01g00180, le niveau d’expression observé initial était faible et aucune différence n’a été observée 
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chez le ∆Bcboa13. Finalement, dans le but de compléter ces données transcriptomiques, les ∆Bcboa13 

et ∆Bcboa15 sont actuellement utilisés dans le cadre d’une analyse métaboliques afin d’évaluer leur 

capacité à produire des botcinines. 

5. BcBoa13 est une protéine nucléaire 

 Nous avons démontré lors de notre étude que BcBoa13 pouvait être localisée au niveau 

nucléaire et avons donc émis l’hypothèse que la protéine était directement impliquée dans la régulation 

des gènes Bcboa. Nous avons identifié un motif candidat (A*) pour la fixation de BcBoa13 en utilisant 

le promoteur des gènes Bcboa1-Bcboa12 et Bcboa1-Bcboa13. Le système rapporteur (GFP) utilisé 

semble indiquer que pour le pBcboa9, la région contenant le motif est requise pour l’expression du 

gène. L’utilisation de l’outil simple hybride visait à confirmer l’interaction directe entre BcBoa13 et 

les pBcboa6/pBcboa9 au niveau de A*. Malgré de nombreuses tentatives, l’utilisation de cet outil ne 

nous a pas permis de confirmer cette interaction physique. Nous pensons néanmoins que BcBoa13 est 

effectivement capable de se fixer directement au niveau du promoteur de chacun des gènes Bcboa 

qu’il régule. Même si l’utilisation de notre outil simple hybride s’est déjà avérée fructueuse pour 

identifier des FTs et confirmer leur interaction avec des promoteurs (Simon et al., 2013; Zhang et al., 

2015), il est possible que pour certains gènes ou certaines protéines, des problèmes techniques 

subsistent. Un problème de repliement ou de sensibilité pourrait alors expliquer l’absence de signal. Il 

est également envisageable que dans ce système hétérologue, une modification post-traductionnelle 

requise pour l’activation de BcBoa13 ne soit pas possible chez la levure. Finalement, nous pensons 

que pour agir au niveau des promoteurs, BcBoa13 pourrait nécessiter l’intervention d’un cofacteur 

protéique. 

 Lors de nos expérimentations visant à localiser BcBoa13 in vivo, nous avons remarqué une 

localisation particulière de la fluorescence. Bien que nous ayons pu confirmer que BcBoa13:GFP était 

située au niveau des noyaux (eux même marqués au Hoescht), nous avons noté la présence de la 

protéine chimère au niveau de points de concentration (foci) dans le noyau. Des résultats similaires 

avaient pu être observés lors de la localisation de BcBot6:GFP (Cf. Chapitre I). A notre 

connaissance, aucune donnée relative à ce genre d’observation sur des FTs n’a été publiée chez 
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d’autres champignons. En revanche, il a été démontré chez les eucaryotes supérieurs que certains FTs 

s’accumulaient de façon hétérogène au sein des noyaux (Jolly et al., 1997; Gillet et al., 2002). La 

fonction de ces regroupements n’a néanmoins pas été caractérisée à notre connaissance. Les noyaux 

sont des organites qui contiennent des sous-compartiments qui semblent avoir des rôles distincts. Chez 

la levure, un de ces compartiments est notamment impliqué dans la gestion des protéines mal repliées 

(Miller et al., 2015). Une hypothèse qui pourrait expliquer la localisation des FTs BcBot6 et BcBoa13 

repose donc sur leur quantité excessive (en raison de l’expression constitutive des gènes chez les 

transformants) et/ou sur un mauvais repliement. Il serait ainsi possible qu’une partie de ces protéines 

soit déplacée vers ces compartiments spéciaux. Une hypothèse alternative pour expliquer ces foci est 

basée sur le fait que les sous-compartiments nucléaires diffèrent également de par l’état chromatinien 

des régions chromosomiques présentes. Ainsi chez les levures, les régions hétérochromatiniennes sont 

localisées dans des compartiments à la périphérie des noyaux (Cockell et Gasser, 1999), notamment 

grâce à des mécanismes d’ancrage des télomères dans la membrane nucléaire (Taddei et Gasser, 

2012). La présence possible des régions télomériques du génome de B. cinerea dans de tels 

compartiments pourrait expliquer la présence accrue de BcBot6 et BcBoa13, soit du fait de l’affinité 

des FTs pour les promoteurs des gènes cibles soit d’une possible affinité avec ces sous-compartiments 

nucléaires périphériques (via d’autres protéines par exemple). Dans le but d’étudier ces phénomènes, 

nous avons entrepris la construction de transformants marqués au niveau de BcHp1 (présence probable 

au niveau de l’hétérochromatine) et de BcTay1 (protéine télomérique putative, Casas-Vila et al., 2015) 

avec une protéine fluorescente (i. e. mCherry). Ces souches seront transformées avec les plasmides 

contenant Bcbot6 et Bcboa13 fusionnées à l’ORF de la GFP pour des études de co-localisation. 

6. Recherche du rôle de BcBoa1 

 Nous avons déjà abordé précédemment le fait que dans certains clusters du métabolisme 

secondaire fongique, des régulateurs ne contenant pas de domaine Zn(II)2Cys6 pouvaient contrôler 

l’expression des gènes. C’est notamment le cas de Bik4 qui possède un domaine NmrA (Wiemann et 

al., 2009). Etant donné que BcBoa1 est prédite comme possédant un tel domaine NmrA, nous avons 

voulu déterminer si cette protéine pouvait jouer un rôle dans la régulation des gènes Bcboa. La 
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première étape de cette analyse a donc été de générer un ∆Bcboa1. Néanmoins, la délétion de Bcboa1 

s’est avérée difficile. Aucun transformant n’a pu être isolé après trois évènements de transformation 

dans la souche sauvage B05.10. Les trois évènements de transformation réalisés dans la souche 

réceptrice ∆Bcku70 ont mené à l’obtention d’uniquement trois transformants. Nous supposons que la 

difficulté de cette inactivation vient de la localisation de Bcboa1 près du télomère de BCIN01. Il est 

probable que la chromatine ne soit pas accessible dans les conditions utilisées lors de la transformation 

et que la recombinaison homologue ne fonctionne pas bien à cet endroit particulier du génome.  

 L’étude de l’expression de certains gènes Bcboa chez le ∆Bcboa1 n’a mené à l’observation 

d’aucune différence en comparaison de la souche réceptrice (∆Bcku70). Ces résultats suggèrent ainsi 

que BcBoa1 n’est pas impliqué dans la régulation du cluster au moins dans les conditions testées. 

Cependant, la co-régulation de Bcboa1 avec les gènes Bcboa2-Bcboa13 nous laisse penser que ce gène 

devrait avoir un rôle dans le cluster BOA. Nous pensons qu’il est possible que BcBoa1 interviennent 

dans une interaction directe avec BcBoa13. Cette hypothèse est fondée sur le domaine NmrA de 

BcBoa1. Ce domaine est prédit sur la base de la protéine NmrA chez A. nidulans (NMR1 chez N. 

crassa) qui un régulateur négatif du FT AreA (NIT2) impliqué dans la régulation de l’utilisation de 

l’azote (Andrianopoulos et al., 1998; Tudzynski, 2014). Il a été démontré que NMR1 interagit de 

manière directe avec NIT2 (Xiao et al., 1995; Pan et al., 1997).  Bien que BcBoa13 soit un FT putatif 

de type Zn(II)2Cys6 (tandis que AreA est un FT de type GATA), nous pensons que BcBoa1 pourrait 

interagir avec BcBoa13. De plus, nous émettons l’hypothèse que BcBoa1 pourrait être un senseur du 

statut redox de la cellule (via la liaison de NAD probable au niveau du domaine NmrA; Stammers et 

al., 2001) et que l’interaction putative avec BcBoa13 pourrait avoir lieu uniquement en fonction des 

conditions environnementales. Pour tester l’hypothèse d’une interaction entre BcBoa1 et BcBoa13, 

des approches de double hybride et de BiFC sont actuellement mises en place. Une souche au sein de 

laquelle Bcboa1 est fusionné à l’ORF de la GFP nous permettra également de déterminer la localiser 

nucléaire de cette protéine, ce qui devrait nous apporter des informations complémentaires quant à son 

rôle. De plus, nous envisageons de cultiver ∆Bcboa1 sur différents milieux en appliquant différents 

stress pour déterminer dans quelles conditions le gène aurait un rôle prépondérant. Finalement, le 
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∆Bcboa1 est actuellement utilisé pour des analyses métaboliques afin d’évaluer sa capacité à produire 

des botcinines. 

7. Intégration des résultats sur les régulateurs spécifiques et recherche de 

régulateurs transcriptionnels agissant en amont 

 Les résultats que nous avons apportés dans le cadre de cette étude sur la caractérisation de 

BcBoa13 ainsi que ceux sur BcBot6 (Porquier et al., 2016a) nous permettent maintenant d’avoir une 

vue plus précise sur la régulation de leurs clusters respectifs. Ainsi, il est maintenant possible 

d’envisager d’étudier les acteurs qui agissent en amont. Dans cette optique, le crible simple hybride 

que nous avons réalisé en utilisant les promoteurs pBcbot6 et pBcboa13 nous ont permis d’identifier 

un candidat (Bcin08g02710) putativement impliqué dans la régulation du cluster BOT. De plus, ce FT 

putatif avait déjà été identifié dans le cadre du crible de notre banque simple hybride mais l’interaction 

directe n’avait pas pu être confirmée. L’inactivation du gène correspondant (que nous avons déjà 

réalisée) nous aidera à définir sous peu si ce FT putatif de type bZIP est effectivement impliqué dans 

le contrôle des clusters BOT et BOA. De façon intéressante, le gène codant ce FT n’est pas conservé 

chez les champignons et ne semble présent que chez les genres Botrytis et Sclerotinia (S. 

sclerotiorum : SS1G_03321). Des régulateurs de la famille des bZIP sont impliqués dans la régulation 

du métabolisme secondaire fongique. Notamment, MeaB joue un rôle répresseur sur les clusters de la 

bikavérine et des gibbérellines chez F. fujikoroi (Wagner et al., 2010). RsmA est un autre FT bZIP qui 

est impliqué dans la régulation globale du métabolisme secondaire chez A. nidulans (M. I. Shaaban et 

al., 2010). La surexpression du gène mène à une restauration partielle du métabolisme secondaire chez 

les ∆laeA et ∆veA. Il sera intéressant de confronter les résultats obtenus grâce à la délétion de 

Bcin08g02710 afin de définir si la protéine correspondante a un rôle global sur le métabolisme 

secondaire chez B. cinerea et si ce rôle est positif ou négatif. 
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Fig. II.S1. Prédiction des gènes du cluster BOA. 

Les séquences prédites d’après Dalmais et al. (2011) ont été extraites de GenBank et alignées contre le génome BcinB05.10 afin d’être comparées avec les 

gènes prédits d’après van Kan et al. (2016). 
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Fig. II.S2. Constructions du ∆Bcboa13 et des différentes souches complémentées ou 

surexprimant le gène. 

A. Les amorces utilisées pour la délétion de Bcboa13 sont présentées dans le Tableau MM.1 

(Matériels et méthodes). Pour inactiver le gène chez B05.10, la totalité de la cassette de délétion a été 

amplifiée par PCR en utilisant les amorces HS-5F-bcboa13/HS-3R-bcboa13. Pour plus d’informations, 

Cf. Matériels et méthodes. Les amorces utilisées pour la vérification des mutants sont présentées. B. 
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L’insertion d’une unique copie de la cassette de résistance au locus ciblée n’a pu être démontrée que 

chez le ∆Bcboa13 4.6.2. L’analyse par Southern blot a été réalisée de la même façon que dans 

Porquier et al. (2016a) par DIG. La sonde utilisée (présentée en A) a été amplifiée avec les amorces 

hphR/hygro 8-5’. C. Le locus BcniaD a été ciblé pour l’intégration de différentes constructions. La 

première cassette de complémentation a été obtenue en amplifiant Bcboa13 ainsi qu’une partie des 

régions 5’ et 3’ avec les amorces HS-boa13 comp F/HS-boa13 comp R. Cette construction a été 

intégrée dans le pNDN-OGG (digéré par NotI et SpeI) en utilisant la recombinaison homologue de la 

souche FY834 de S. cerevisiae. La cassette de surexpression de Bcboa13 a été obtenue en amplifiant 

dans un premier temps l’ORF de Bcboa13 (sans le stop) avec les amorces BD74/BD83. Cette 

amplicon a par la suite été intégré au pNDN-OGG (digéré par NcoI) et placé en aval du promoteur 

constitutif pOliC en transformant la souche FY834 de levure. La cassette de fusion de Bcboa13:gfp 

sous le contrôle du promoteur de Bcboa13 a été obtenue en amplifiant le promoteur et l’ORF de 

Bcboa13 (sans le stop) avec les amorces BD74/HS-boa13 comp F. Cette construction a par la suite été 

intégrée au pNDN-OGG (digéré par SpeI et NcoI) en transformant la souche FY834 de levure. Pour 

l’insertion des différentes cassettes au locus BcniaD, les plasmides ont été multipliés en transformant 

des bactéries puis extraits et utilisés pour transformer les individus correspondants de B. cinerea. 
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Fig. II.S3. Construction des ∆Bcboa1 et ∆Bcboa15. 
A. et C. Les amorces utilisées pour la construction des ∆Bcboa1 et ∆Bcboa15 sont présentées dans le 

Tableau MM.1 (Matériels et méthodes). B. L’insertion unique de la cassette de délétion de Bcboa1 

au locus ciblée a été confirmée par Southern blot chez les trois mutants testés. La bande supérieure 

correspond à une hybridation aspécifique également présente chez B05.10 et ∆Bcku70. Cette analyse a 

été réalisée avec une sonde radioactive présentée en A amplifiée avec les amorces Nourseo-ATG/K7 

Nat1-Rev. Pour plus de détails, Cf. Matériels et méthodes.  
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Introduction 

 Botrytis cinerea est un champignon phytopathogène polyphage responsable de la pourriture 

grise. Les hôtes de cet agent pathogène incluent notamment des espèces cultivées d’intérêt 

économique majeur. Ainsi, la pourriture grise entraine à travers le monde des pertes économiques 

importantes. De ce fait, B. cinerea est un champignon largement étudié. Notamment, de nombreux 

efforts sont réalisés pour comprendre les différents facteurs impliqués dans sa virulence. Dans cette 

optique, une banque de 4508 mutants de la souche B05.10 générés par insertion aléatoire de l’ADN-T 

d’Agroacterium tumefasciens a été réalisée (Giesbert et al., 2011 ; Poussereau et al., non publié). Les 

mutants ont ensuite été classés en plusieurs types en fonction de leur capacité à infecter les feuilles de 

haricot et de cornichon. Les mutants de type 1 sont ceux incapables pénétrer les tissus de l’hôte. Les 

mutants de type 2 sont ceux qui ne provoquent pas de lésions secondaires (altérés dans le processus de 

colonisation). Enfin, les mutants de type 3 provoquent des nécroses similaires à la souche sauvage 

mais ne produisent pas ou peu de conidies. Ce crible a notamment permis d’identifier une phosphatase 

et un composant du complexe multiprotéique SAGA (BcSpt3) qui sont tous les deux cruciaux pour 

l’agressivité, la croissance, la différentiation morphologique mais aussi la résistance au peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) (Giesbert et al., 2011). 

 Dans le cadre d’une collaboration avec les universités de Münster et de Lyon, l’équipe MSN-

BOT a identifié les sites d’intégration des ADN-T par Tail-PCR (P. Bally, G. Morgant, non publié). 

Chez un mutant (PA3450) déficient dans la colonisation et la production de conidies (mutant dit de 

type 3), nous avons localisé l’insertion de l’ADN-T au niveau d’une séquence génomique proche d’un 

gène (Bcpks7) codant une PKS-NRPS putative (Cf. partie 4 de l’Introduction générale). Au niveau 

transcriptomique, Bcpks7 est exprimé lors de l’infection sur haricot et est dépendant de BcVel1 

(Schumacher et al., 2012; Schumacher, Simon, Kim C. Cohrs, et al., 2015). De plus, l’expression de 

ce gène est fortement induite en condition de carence en azote (Viaud, non publié). D’après ces 

données, nous avons émis l’hypothèse que ce gène était impliqué(s) dans le pouvoir pathogène de 

B05.10. Pour tester cette hypothèse et avant mon arrivée dans l’équipe, un mutant ∆Bcpks7 avait été 

généré en remplaçant l’ORF du gène prédit par une cassette de résistance à l’hygromycine. Plusieurs 
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homocaryons indépendants avaient été obtenus à l’issue de cette transformation et pour lesquels la 

cassette de délétion avait été intégrée au locus ciblé. L’insertion d’une unique copie de la cassette de 

résistance a été confirmée par Southern blot. Ces mutants présentaient un  phénotype très différent de 

celui de la souche sauvage. En effet, le mycélium était ras (vs aérien) et de couleur blanche. 

L’incapacité à produire des conidies dans les conditions standards (alternance lumière / obscurité) 

avait également été observée. De plus, le pouvoir pathogène des individus avait été évalué sur feuilles 

détachées de haricot. Les résultats montraient que leur agressivité était fortement réduite. Une nécrose 

pouvait être observée mais il apparaissait que les mutants n’étaient pas capables de coloniser les tissus 

végétaux. Ce phénotype correspond à un mutant de type 2 dans le cadre du crible et l’inactivation de 

Bcpks7 aurait ainsi encore plus d’effet que l’insertion de l’ADN-T au locus identifié. L’ensemble de 

ces résultats semblait donc particulièrement intéressant et supposait un rôle important de Bcpks7 dans 

le développement et le pouvoir pathogène de B. cinerea. Dans le but de confirmer que le phénotype 

observé résultait bien de l’inactivation de Bcpks7, les mutants ont été croisés avec une souche 

compatible (SAS405). Une distribution mendélienne des descendants en fonction de différents critères 

(résistance à l’hygromycine, agressivité, aspect du mycélium) aurait permis de confirmer l’implication 

d’une unique mutation. Néanmoins, les résultats obtenus suggéraient plutôt l’implication de deux 

évènements de mutation indépendants. Ainsi, il apparaitrait qu’une seconde mutation indépendante de 

l’évènement de transformation ait eu lieu. Le fait que tous les mutants présentaient le même phénotype 

laisse penser que cette mutation est apparue au sein de la souche sauvage utilisée pour la 

transformation.  

Dans le cadre de mon travail de thèse, nous avons voulu étudier l’impact de l’absence de Bcpks7 

chez B05.10 et déterminer ce cluster est impliqué dans le pouvoir pathogène de B05.10 comme le 

laissait supposer le phénotype du mutant PA3450. Pour cela, nous avons généré un nouveau ∆Bcpks7. 

Ici, nous présentons l’initiation de la caractérisation de ce gène. En parallèle, nous avons étudié les 

domaines de Bcpks7 et conclut qu’il était probable qu’un métabolite soit produit par cette enzyme. En 

utilisant le nouveau mutant en parallèle de la souche sauvage, nous avons cherché à identifier le ou les 

métabolite(s) produit(s) à partir de cette PKS-NRPS putative. L’isolement et la caractérisation des 
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composés produits pourraient nous permettre de mieux appréhender leurs rôles pour B. cinerea. Par 

ailleurs, les exemples de PKS-NRPS associées aux métabolites qu’elles produisent étant encore peu 

nombreux, la caractérisation des métabolites produits par le cluster PKS7 renforcerait le champ de 

connaissances pour ce type de mégasynthases. Enfin, la caractérisation du rôle de ce cluster dans le 

pouvoir pathogène s’inscrit dans un programme plus large sur la régulation du métabolisme secondaire   

de B. cinerea. 

Résultats 

1. Le cluster de gènes PKS7 

1.1. Délimitation du cluster de gènes 

 L’identification de la région de l’insertion de l’ADN-T chez le mutant PA3450, nous a 

conduits à nous intéresser à un cluster du métabolisme secondaire (Fig. III.1). Le gène Bcpks7 qui est 

présent au niveau de cette région est effectivement prédit pour coder une PKS-NRPS contenant les dix 

domaines fonctionnels habituellement présents dans de telles mégasynthases (Fig. III.2). Un cluster 

du métabolisme secondaire peut inclure des gènes codant des protéines impliquées dans la 

modification du métabolite de base produit par l’enzyme clé, dans la régulation des gènes du cluster 

ou encore dans le transport du ou des métabolite(s) produit(s) (Cf. partie 2.4 de l’Introduction 

générale). Nous nous sommes par conséquent intéressés aux gènes présents au sein de cette région 

(Fig. III.1). Ceux pour lesquels une fonction est prédite (Tableau III.1) sont susceptibles d’être 

impliqués dans la production d’un métabolite. Les fonctions putatives de  Bcin01g00020 et 

Bcin10g00060, respectivement un transporteur et une oxydoréductase, corroborent cette hypothèse. 

Nous dénommerons ce cluster PKS7 en raison du nom attribué au gène Bcin01g00040 codant la PKS-

NRPS putative (i.e. Bcpks7) lors d’études précédentes (Kroken et al., 2003; Amselem et al., 2011). Ce 

cluster est localisé à l’extrémité du chromosome 10 (BCIN10). 
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Fig. III.1. Présentation de la région génomique contenant Bcpks7. 

A. Chez le mutant PA3450, l’ADN-T d’A. tumefasciens s’est inséré dans la partie 3’UTR de 

Bcin10g00030. La région génomique correspondante contient des gènes susceptibles d’intervenir dans 

le métabolisme secondaire (Cf. Tableau III.1). Le pourcentage en G+C de cette région a été 

déterminé grâce à l’outil GC-profile (Gao et Zhang, 2006). B. Le calcul des indices de RIP a été 

réalisé de la même façon que dans la publication Porquier et al. (2016a). En parallèle, le pourcentage 

G+C a été calculé. Les différents calculs ont été réalisés sur des fénêtre de 500 pb avec un pas de 400 

pb. 

 

Fig. III.2. Domaines prédits de BcPks7. 
Les domaines prédits de la partie PKS de BcPks7 sont présentés en bleu, ceux de la partie  NRPS le 

sont en orange. Les abréviations correspondent aux domaines suivants : KS, cétosynthase ; AT, 

acyltransférase ; DH, déshydratase ; MT, méthyltransférase ; KR, cétoréductase ; ACP, protéine 

porteuse d’acyle ; C, condensation ; A, adénylation ; T, thiolation ; R, réductase. Pour plus 

d’informations, Cf. Introduction générale. Les domaines présentés ont été prédits avec BlastP sur le 

site  NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome). 
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Tableau III.1. Eléments génomiques présents dans la région comprenant le cluster PKS7. 

Gène Annotation Taille (pb) Fonction prédite 

 Bcin10g00010 1, 277 Aucune   

 Bcin10g00020 1, 785 Transporteur MFS 

 Bcin10g00030 485 Inconnue (domaine EthD, PF07110) 

Bcpks7 Bcin10g00040 12, 384 PKS-NRPS 

 Bcin10g00050 471 Aucune  

 Bcin10g00060 1, 032 Oxydoréductase (liaison FAD-NADPH)  

Les gènes sont listés dans l’ordre dans lequel ils apparaissent sur le chromosome 

BCIN10 (Fig. III.1).  

 

 

 Il est généralement admis que les gènes d’un même cluster du métabolisme secondaire sont 

co-régulés (Keller et al., 2005). Pour essayer de délimiter le cluster PKS7, nous avons étudié 

l’expression des gènes présents sur la région génomique étudiée au sein de la souche sauvage et des 

∆Bcvel1 et ∆Bclae1 (Schumacher et al., 2012; Schumacher, Simon, Kim C. Cohrs, et al., 2015). Il est 

à noter que les résultats pour Bcin10g00050 ne sont pas disponibles puisqu’aucune sonde spécifique 

de ce gène n’était construite sur les puces utilisées. Les résultats présentés en Fig. III.3 suggèrent que 

chez B05.10, les gènes Bcin10g00010 à Bcin10g00060 s’expriment plus ou moins intensément tandis 

que Bcin10g00070 et Bcin10g00080 semblent éteints. L’expression des gènes Bcin10g00010 à 

Bcin10g00040 est affectée par la délétion de Bcvel1 alors que chez le ∆Bcvel1, l’expression de 

Bcin10g00060 est comparable à celle observée chez B05.10. Finalement, la délétion de Bclae1 ne 

semble pas affecter l’expression des gènes Bcin10g00010 à Bcin10g00060. Ces résultats suggèrent 

que les gènes Bcin10g00010 à Bcin10g00040 sont co-régulés et que Bcin10g00060 ne suit pas le 

même profil d’expression. 
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Fig. III.3. Les gènes Bcin10g00010 à Bcin10g00040 sont co-exprimés et dépendant de Bcvel1. 

D’après les données de puces à ADN publiées par Schumacher et al. (2015). 

 

 Pour compléter ces résultats, nous avons cherché à identifier chez d’autres organismes les 

homologues des gènes faisant putativement partie du cluster PKS7. Pour cela, nous avons réalisé des 

BlastP au NCBI. Grâce à ces recherches, nous avons pu mettre en évidence (par BDBH) que les gènes 

correspondant de Bcin10g00010 à Bcin10g00040 sont présents en un unique cluster chez plusieurs 

champignons ascomycètes phylogénétiquement éloignés de B. cinerea (Tableau III.2, Fig. III.4). Il 

s’agit de Talaromyces (Penicillium) marneffei, un champignon pathogène opportuniste de l’Homme 

(Chan et al., 2016), de Rosellinia necatrix qui est un champignon phytopathogène qui attaque les 

racines d’arbres fruitiers et forestiers (Pérez-Jiménez, 2006) et de Stachybotrys chartarum, un 

champignon reconnu comme produisant des métabolites affectant la santé des animaux et de l’Homme 

(Miller et McMullin, 2014). Ce dernier est notamment retrouvé dans le bois qui sert à différentes 

constructions (dont les habitations). Le fait que la synténie soit respectée entre ces différentes espèces 
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suggère que les gènes Bcin10g00010 à Bcin10g00040 forment un cluster. Ces gènes sont en revanche 

absents chez Sclerotinia sclerotiorum qui est une espèce proche de B. cinerea. 

 

Tableau III. 2. Identification des homologues des gènes du cluster PKS7 chez d’autres organismes. 

Botrytis cinerea 

(Bcin10gx) 

Talaromyces marneffei 

(PMAA_x) 

Rosellinia necatrix 

(SAMD00023353_x) 

Stachybotrys chartarum 

(S7711_x) 

00010 077880 (65%) 8900300 (54%) 01845 (59%) 

00020 077890 (73%) 8900290 (68%) 01844 (71%) 

00030 077900 (56%) 8900280 (67%) 01843 (68%) 

00040 077910 (56%) 8900270 (58%) 01842 (56%) 

00050 - - - 

00060 098710 (52%) 3900680 (55%) - 

Les gènes présentés ont été identifiés par BlastP au NCBI (BDBH) en utilisant les protéines de B05.10 comme 

requête. Les nombre entre parenthèses suivants les numéros d’accession correspondent au pourcentage 

d’identité des protéines identifiées par rapport aux protéines de B. cinerea. Le fond gris représente les gènes du 

cluster PKS7 chez les espèces fongiques présentées. 
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Fig. III.4. Les gènes correspondant de Bcin00010 à Bcin10g00040 sont clusterisés chez 

Talaromyces marneffei, Rosellinia necatrix et Stachybotrys chartarum.  
Les régions génomiques présentées ont été extraites au NCBI et importées dans Seqbuilder (suite de 

logiciels Lasergene de DNASTAR). Les gènes représentés de la même couleur (vert, jaune, bleu et 

rouge) sont homologues (Cf. Tableau III.2). 
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1.2. Comparaison de l’environnement génomique de PKS7 avec ceux des clusters BOT et 

BOA 

 Dans les chapitres précédents, nous avons démontré que les clusters BOT et BOA étaient 

présents au niveau de régions génomiques particulières contenant des portions riches en A+T qui 

résultent de l’action du RIP (Porquier et al., 2016a). Nous avons ainsi voulu définir si ce type de 

structure était présent au niveau du locus du cluster PKS7.  

 Le calcul du pourcentage en G+C de la région génomique étudiée n’a pas mis en évidence de 

zones A+T-riches comme pour les clusters BOT et BOA (Fig. III.1B). De plus, le calcul des points de 

segmentation avec GC-profile (Gao et Zhang, 2006) montre que les gènes du cluster PKS7 sont 

localisés sur une portion contenant 41,29% de G+C (Fig. III.1A), soit un nombre similaire à la 

moyenne du génome de B05.10 (i. e. 42 ,75%, Staats et van Kan, 2012). La portion riche en A+T 

(23,25% G+C) la plus proche est située à environ 50 kb en aval de Bcpks7. Seule une diminution 

ponctuelle du pourcentage en G+C (entre 20 et 30%) est observée au niveau de la région suivant 

immédiatement Bcpks7 ainsi que qu’en aval de Bcin10g00060. 

 Pour aller plus loin dans la comparaison de l’environnement génomique de PKS7 avec celui 

des clusters BOT et BOA, nous avons cherché à localiser d’éventuelles copies d’éléments 

transposables (ETs). En utilisant l’annotation des ETs du génome de référence de B05.10 effectuée 

dans notre étude sur BcBot6 (Porquier et al., 2016 ; Chapitre I), nous n’avons pas pu identifier d’ETs 

au niveau de la région génomique étudiée. De plus, le calcul d’indices de RIP sur cette même région 

(Fig. III.1B) ne suggère pas de mutations résultant de ce mécanisme. Ces indices n’augmentent que 

faiblement au niveau des régions (abordées ci-dessus) au sein desquelles le pourcentage en G+C 

diminue ponctuellement. 

2. Délétion de Bcpks7 et phénotypage 

 La délétion de Bcpks7 a été réalisée en utilisant la même construction que celle utilisée pour le 

premier évènement de transformation (Fig. III.S1A). Deux homocaryons indépendants (∆Bcpks7 B4 

et D9) au sein desquels la cassette de résistance a été intégrée au locus ciblé ont été obtenus à l’issus 
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de trois clonages monospores. L’insertion unique de la cassette de transformation reste à confirmer par 

Southern blot. Au niveau macroscopique, les mutants obtenus étaient cette fois comparables à la 

souche sauvage. Effectivement, la délétion de Bcpks7 n’a pas entrainé de modification de l’aspect du 

mycélium ou la capacité de produire des conidies. De plus, le pouvoir pathogène des ∆Bcpks7 n’est 

pas affecté par rapport à B05.10 (Fig. III.5). 

 

 

Fig. III.5. La délétion de Bcpks7 n’affecte pas l’agressivité de B05.10 sur feuilles détachées de 

haricot. 
Les résultats ont été obtenus avec 16 lésions pour B05.10 et huit lésions des ∆Bcpks7 B4 et D9. Les 

inoculations ont été réalisées avec des plugs de mycélium (trois jours sur ML). Les barres d’erreur 

représentent les écarts types. Les résultats ne sont pas significativement différents d’après un test-t de 

Wilcoxon (p≤0.05). 

 

3. Recherche et isolement d’un métabolite candidat 

 En raison du mode d’action itératif cryptique des PKS fongiques et du manque d’outils 

prédictifs pour la partie NRPS associée (contrairement aux NRPS bactériennes pour lesquelles une 

prédiction de l’acide aminé recruté par le domaine A est possible), nous ne pouvons pas, sur la base 

des données de séquences, avoir une idée de la structure de la molécule putativement produite par 

BcPks7.  
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Pour identifier le métabolite putativement produit par BcPks7, nous avons choisi une approche 

consistant à comparer les profils métaboliques des extraits de B05.10 et du mutant ∆Bcpks7 par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS). Ainsi, les métabolites présents 

dans l’extrait B05.10 et absents de l’extrait de ∆Bcpks7 seront nos candidats. Cette approche a été 

mise en œuvre sous la direction de Stéphane Mann au Muséum national d’Histoire naturelle à Paris.  

D’après des données de Northern blot disponibles au sein de l’équipe, l’expression de Bcpks7 

serait stimulée lors de la carence en azote. Nous avons donc décidé d’utiliser un milieu carencé en cet 

élément pour stimuler l’expression du gène chez la souche sauvage en supposant que cela aurait un 

effet positif sur la production du métabolite putatif. Dans un premier temps, nous avons cultivé les 

individus sur milieu solide standard (ML). Après sept jours de cultures à 23 °C avec une alternance 

lumière / obscurité (douze heures), le mycélium des différents individus a été collecté et utilisé pour 

ensemencer un litre de milieu Siesler liquide. Après deux jours de culture sous agitation dans les 

mêmes conditions de température et de lumière que celles utilisées pour la culture sur boîte, le 

mycélium a été récupéré par filtration. La moitié de la biomasse a été utilisée pour ensemencer à 

nouveau un litre de milieu Siesler liquide mais carencé en azote. Après deux jours de culture, le 

mycélium a été séparé du milieu de culture par centrifugation.  

 Comme le cluster PKS7 possède un gène codant un transporteur putatif, nous avons émis 

l’hypothèse que le métabolite putatif devait être présent dans le milieu de culture. Une extraction des 

métabolites à l’acétate d’éthyle a donc été réalisée à partir du milieu. Une analyse de ces extraits par 

LC-MS a été réalisée et les différences significatives entre les deux profils métaboliques ont été 

recherchées grâce au logiciel XCMS online. Ainsi, nous avons pu identifier un ion quasi moléculaire 

m/z 318,23 [M+H]
+ 

(tret = 28,1 min) présent dans l’extrait du milieu de culture de la souche sauvage 

(Fig. III.5) et qui est totalement absent dans l’extrait du milieu de culture du mutant. Le métabolite 

correspondant possède une masse exacte impaire de 317,22 Da. De cette espèce nous pouvons déduire 

la formule brute la plus probable C16H31NO5, compatible avec la composition chimique d’un 

métabolite issu d’une PKS-NRPS, qui recrute un acide aminé dans la biosynthèse et donc au moins un 

atome d’azote. De plus, ce métabolite possède deux insaturations. La caractérisation de ce composé 
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par RMN nous permettra d’obtenir sa structure et de valider ces premiers résultats. Pour cela 

l’isolement du composé à partir de cultures en grands volumes (plusieurs litres) est en cours.    

 

 

Fig. III.5. Profil métabolique LC/MS, en courant ionique total (TIC) de l’extrait du milieu de 

culture de B05.10. 

Les résultats présentés ont été obtenus à partir de mycélium ayant été récupéré à l’issue de la culture 

de deux jours dans un milieu Siesler liquide carencé en azote. Le surnageant a été extrait à l’acétate 

d’éthyle (V/V) et la phase organique séchée sur sulfate de magnésium puis concentrée à l’évaporateur 

rotatif. L’extrait brut obtenu (5 mg) est analysé par LC/MS (colonne Zorbax Eclipse XDB Phenyl 100 

x 1 mm, 3,5 µm éluée avec un gradient eau/acétonitrile de 75/15 à 10/90 en 50 min en présence de 

0,1% d’acide trifluoroacétique, et couplée à un spectromètre de masse Quadrupole-Time of flight (Q-

TOF pulsar i, Applied Biosystems, France) équipé d’une source electrospray (ESI). Les ions ont été 

détectés dans une gamme m/z 120 à m/z 1200. 

 

 

  

 

  



193 

 

 Pour compléter les résultats obtenus avec le mutant ∆Bcpks7, nous avons adopté la stratégie 

opposée à la délétion qui consiste à surexprimer le gène. Pour cela, nous avons intégré, chez B05.10, 

un promoteur constitutif (PoliC) en amont de l’ORF de Bcpks7 (Fig.III.S1B). Une analyse par RT-

qPCR a confirmé la surexpression du gène d’un facteur six (Fig. III.6) chez un des transformants 

(OE:Bcpks7 5.2) au sein duquel la cassette a été intégrée au locus ciblé. Nous envisageons d’effectuer 

des analyses métaboliques sur cet individu dans le but de vérifier si le métabolite candidat y est 

surproduit. 

 

 

Fig. III.6. Bcpks7 est surexprimé chez le OE:Bcpks7 par rapport à B05.10. 

Les résultats présentés ont été obtenus à partir de mycélium ayant été récupéré à l’issue de la culture 

de deux jours dans du Siesler liquide carencé en azote. Un unique réplicat biologique a été utilisé. Les 

résultats ont été obtenus en utilisant la méthode du 2
-∆Ct

 (Livak et Schmittgen, 2001) en utilisant 

BcactA comme référence. 
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Discussion 

1. Peu de métabolites issus de PKS-NRPS fongiques sont connus  

 L’étude des métabolites secondaires représente un enjeu important pour comprendre leur rôle 

dans le cycle de vie des champignons mais aussi dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules 

utiles pour l’Homme. Ces dernières peuvent effectivement être utilisées pour l’industrie ou pour la 

recherche de nouvelles molécules antimicrobiennes pour lutter contre les agents pathogènes des 

plantes mais aussi des animaux et des humains. A l’heure actuelle, moins d’une vingtaine de 

molécules hybrides PK-NRP a été associée à des clusters de gènes de biosynthèse chez les 

champignons (Boettger et Hertweck, 2013; Fisch, 2013). Parmi ces molécules, on retrouve notamment 

la toxine fusarine C de Fusarium graminearum ou l’agent immunosuppresseur pseurotine A 

d’Aspergillus fumigatus. Un métabolite issu d’un cluster comprenant une PKS-NRPS (Ace1) chez 

Magnaporthe oryzae est particulièrement recherché. Il s’agit d’un métabolite impliqué dans la 

reconnaissance spécifique du champignon par le cultivar résistant de riz contenant le gène de 

résistance Pi33 (Böhnert et al., 2004; Collemare et al., 2008). Une étude récente suggère que le 

métabolite provenant de Ace1 n’est pas directement responsable de l’avirulence de M. oryzae sur le 

cultivar de riz Pi33. Il est ainsi possible que l’action des autres gènes du cluster soit requise pour 

former le métabolite impliqué dans ce phénomène. Il pourrait s’agir d’une cytochalasine (Song et al., 

2015). 

2. Phénotype du ∆Bcpks7  

 Chez B. cinerea, trois gènes putativement impliqués dans la production d’un métabolite 

hybride PK-NRP ont été prédits (Bcpks3, Bcpks5 et Bcpks7 ; Cf. partie 4 de l’Introduction 

générale). Un de ces trois gènes se trouve à proximité de l’insertion de l’ADN-T d’A. tumefaciens 

dans un mutant (PA3450) obtenu dans le cadre de la création d’une banque de mutants (Giesbert et al., 

2011). Pour déterminer si le phénotype observé chez le mutant PA3450 était causé par l’absence 

putative de la production d’un métabolite par le cluster PKS7, nous avons entrepris l’inactivation du 

gène codant l’enzyme clé BcPks7. Le fait que le phénotype des mutants obtenus ne présente a priori 
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pas de différence significative par rapport à la souche sauvage en ce qui concerne l’aspect mycélien ou 

l’agressivité sur feuilles de haricot suggère que la délétion de Bcpks7 ne valide pas l’insertion de 

l’ADN-T observé chez le mutant PA3450. Deux hypothèses peuvent expliquer ce phénomène. La 

première est que chez le mutant PA3450, l’insertion de l’ADN-T et la mutation sont indépendantes. 

Ce phénomène se produit dans environ 50% des cas (Blaise et al., 2007; Giesbert et al., 2011). La 

seconde hypothèse repose sur le fait qu’il est possible que l’insertion conduise à un phénotype 

différent du KO. Il serait alors intéressant d’étudier par exemple l’expression des différents gènes du 

cluster PKS7 chez le mutant PA3450 pour déterminer l’effet de l’insertion. 

 Le fait que les mutants générés lors de la première tentative présentaient un phénotype très 

marqué par rapport aux mutants générés par la suite avec la même construction suggère une différence 

génomique. La confirmation d’une unique insertion de la cassette par Southern blot chez les premiers 

mutants implique l’intervention d’une mutation supplémentaire indépendante de la cassette de 

délétion. Etant donné que ces derniers présentaient tous le même phénotype, il est probable que la 

mutation non-désirée soit apparue au sein même de la souche sauvage qui a servie de souche 

réceptrice lors de l’étape de transformation. D’après les informations que nous avons pu recueillir 

auprès de différents collègues, il n’est pas rare d’observer ce genre de phénomène chez B. cinerea. 

Néanmoins, les phénomènes qui sont responsables de ces observations sont inconnus. Il est possible 

que des gènes impliqués dans le développement (comme Bcvel1) subissent plus fréquemment que 

d’autres des mutations ponctuelles dans des conditions de laboratoire et résultent en ce type de 

phénotype. 

3. Recherche et rôle du métabolite putativement produit par BcPks7 

 En dépit des différences observées entre le mutant PA3450 et le ∆Bcpks7 que nous avons 

généré, nous avons cherché à identifier le métabolite produit par BcPks7 en collaboration avec 

Stéphane Mann qui travaille sur les PKS-NRPS fongiques. Pour cela, nous avons initié une analyse 

métabolique visant à comparer les composés produits par la souche sauvage B05.10 et le ∆Bcpks7. 

L’utilisation de la LC/MS nous a permis d’identifier un candidat. La formule brute de ce dernier 

(C16H31NO5) est cohérente avec le type de métabolite recherché. Pour compléter notre étude, il s’agit 



196 

 

maintenant d’isoler le composé candidat à partir de volumes de culture plus importants et de 

caractériser la structure de la molécule par RMN. Ces analyses nous permettront notamment de 

confirmer ou d’infirmer nos premiers résultats mais aussi de tester le rôle putatif du métabolite pour B. 

cinerea en appliquant par exemple directement ce composé sur différentes plantes ou 

microorganismes. Il est possible que le métabolite putatif qui résulte de l’action du cluster PKS7 soit 

impliqué dans le pouvoir pathogène de B. cinerea et que le ∆Bcpks7 ne présente pas de différence 

d’agressivité avec B05.10 en raison du rôle redondant du métabolite putatif avec d’autres molécules 

comme le botrydial ou l’acide botcinique. Cette hypothèse de toxicité serait par ailleurs cohérente avec 

le fait que le métabolite putatif semble ne pouvoir être produit que par de rares espèces fongiques, 

toutes pathogènes. 

4. Le cluster PKS7 : distribution, composition et régulation 

 Les données transcriptomiques présentées ici semblent indiquer que le cluster PKS7 pourrait 

se limiter aux gènes Bcin10g00010 à Bcin10g00040. Néanmoins, il n’est pas à exclure que la 

production du métabolite putatif nécessite l’intervention d’autres protéines comme par exemple une 

énoyle réductase (domaine ER en trans) (Boettger et Hertweck, 2013). Il est également possible que 

des enzymes interviennent dans la prise en charge et la modification du métabolite putativement 

produit par BcPks7. Effectivement, certains clusters du métabolisme secondaire sont divisés en 

plusieurs parties qui se trouvent à des loci différents au sein des génomes fongiques. C’est notamment 

le cas du cluster de synthèse des trichothécènes chez certaines espèces de Fusarium (Proctor et al., 

2009). Pour essayer d’identifier d’autres gènes faisant putativement partie du cluster PKS7, nous 

envisageons d’étudier les gènes voisins des quatre gènes du cluster PKS7 identifié chez d’autres 

espèces fongiques. La présence de gènes putativement impliqués  dans la production d’un métabolite 

pourrait permettre l’identification des homologues chez B. cinerea. De plus, étant donné qu’aucun FT 

spécifique ne semble présent au sein du cluster PKS7, nous avons entrepris le clonage du promoteur 

de Bcpks7 pour cribler notre banque de FTs en simple hybride. Pour cela, nous avons choisi, de la 

même façon que pour les pBcbot6 et pBcboa13 (Cf. Chapitre II), d’adopter une approche sans a 

priori et de cloner différentes parties du promoteur en prenant des régions chevauchantes (Fig. III.S2). 
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Ceci pourrait nous permettre d’identifier des facteurs directement impliqués dans la régulation de ce 

gène (et notamment d’un FT spécifique présent au sein du reste putatif du cluster) et donc de mieux 

comprendre les mécanismes impliqués dans la production du métabolite putatif. 

 Finalement, certains clusters du métabolisme secondaires ne semblent pas posséder de FTs 

spécifiques et sont réguler par des FTs globaux ainsi que par des mécanismes de régulation 

chromatiniens (Brakhage, 2012). C’est par exemple le cas des clusters ltm (lolitrème) et eas 

(alcaloïdes de l’ergot) chez Epichloë festucae. Ces deux clusters sont tous les deux localisés en 

position sub-télomérique et sont notamment contrôlés par la triméthylation des H3K9 et H3K27 mises 

en place par les histones lysines méthyltransférases ClrD et EzhB (Chujo et Scott, 2014). Le cluster 

PKS7 est également localisé au niveau d’un subtélomère et il est probable que l’expression des gènes 

soit sous le contrôle de mécanismes chromatiniens. Pour tester cette hypothèse, nous avons entrepris la 

caractérisation de modificateurs chromatiniens putatifs (Cf. Chapitre IV).  
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Fig. III.S1. Constructions générées pour la caractérisation de Bcpks7.  
A. Le ∆Bcpks7 a été généré en remplaçant l’ORF du gène par une cassette de résistance à 

l’hygromycine. Les amorces utilisées pour la construction du mutant sont présentées dans le Tableau 

MM.1 (Matériels et méthodes). Les amorces utilisées pour la vérification du mutant sont 

représentées. B. Le transformant OE:Bcpks7 a été obtenu en intégrant le pOliC en amont de l’ORF du 

gène. Pour cela, la partie 5’ de Bcpks7 a été amplifiée avec les amorces AP48/AP49, la cassette de 

résistance à l’hygromycine (pTrpC:hph) a été amplifiée avec les amorces hphR/hphF, le pOliC a été 

amplifié avec les amorces AP50/pOliCR et le début de l’ORF de Bcpks7 a été amplifié avec les 

amorces AP51/AP52. Ces constructions ont été fusionnées et intégrées dans le pRS426 grâce aux 

queues chevauchantes présentes sur les différentes amorces. Pour plus d’informations, Cf. Matériels 

et méthodes. 
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Fig. III.S2. Constructions générées pour le pBcpks7 pour l’approche par simple hybride. 

Des troncations du pBcpks7 ont été amplifiées et été fusionnées en amont du gène rapporteur HIS3 

pour l’approche simple hybride. Les amorces utilisées sont représentées. 
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Chapitre IV 

 

Régulation chromatinienne du 

métabolisme secondaire chez B. cinerea 
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Introduction 

 La régulation du métabolisme secondaire fongique est complexe et fait intervenir de nombreux 

acteurs agissant à différents niveaux hiérarchiques (Brakhage, 2012). Ces mécanismes ont déjà été 

abordés dans l’introduction de ce manuscrit et font intervenir les FTs spécifiques, les FTs globaux, les 

complexes protéiques (e. g. Velvet) mais aussi les modificateurs chromatiniens.  

 La chromatine, qui est composée de nucléosomes (ADN enroulé autour d’un octamère 

d’histones), est une structure effectivement impliquée dans le contrôle de l’expression génique. Elle se 

présente sous deux formes : l’euchromatine et l’hétérochromatine. L’euchromatine correspondant à un 

état relâché de la chromatine permettant la fixation des FTs alors que l’hétérochromatine correspond à 

une structure condensée répressive à l’initiation de la transcription. La chromatine est une structure 

dynamique qui rend possible le passage de l’une des formes à l’autre et vice versa. La modification de 

la structure chromatinienne a précédemment été démontrée comme résultant notamment de l’ajout de 

modifications post-traductionnelles (principalement des méthylations et des acétylations) au niveau 

des queues N-terminales des histones (Kouzarides, 2007a). On parle alors de code histone (Jenuwein 

et Allis, 2001). Les protéines responsables de l’ajout ou de la suppression de ces marques sont 

communément appelées modificateurs chromatiniens (Rice et Allis, 2001). 

 De nombreux modificateurs chromatiniens régulant l’expression des gènes, notamment 

impliqués dans le métabolisme secondaire, ont été caractérisés chez différents champignons (e. g. 

Epichloë festucae, Fusarium graminearum ou encore divers Aspergilli). On retrouve des protéines 

appartenant à différentes familles et présentant donc des rôles variés. Il y a ainsi des histones 

méthyltransférases (Reyes-Dominguez et al., 2010; Connolly et al., 2013), des histones déméthylases 

(Gacek-Matthews et al., 2015), des histones acétyltransférases (Soukup et al., 2012) ou encore des 

histones déacétylases (Shwab et al., 2007). Il ressort de ces études que plusieurs marques sont 

impliquées dans les mécanismes d’activation / de répression des clusters du métabolisme fongique. 

Ainsi, la triméthylation des H3K9 et H3K27 est généralement impliquée dans la formation 

d’hétérochromatine et donc dans la répression de l’expression des gènes (Reyes-Dominguez et al., 
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2010; Connolly et al., 2013; Studt, Rösler, et al., 2016). A l’inverse, la méthylation des H3K4 est en 

général impliquée dans l’activation de la transcription (Liu et al., 2015; Gacek-Matthews et al., 2016).  

 Ce sont Rea et ses collaborateurs (2000) qui ont pour la première fois démontré l’activité 

d’une histone (lysine) méthyltransférase. Il s’agissait des homologues de KMT1 chez l’Homme 

(SUV39H1) et chez la souris (Suv39h) qui agissent au niveau des H3K9. Les protéines de la famille de 

KMT1 sont responsables de la triméthylation des H3K9 (Cf. Tableau IV.1 pour des exemples chez 

les champignons). La première de ces protéines fongiques à avoir été caractérisée est DIM-5 chez N. 

crassa (Tamaru et Selker, 2003). La triméthylation des H3K9 par cette protéine mène, via le 

recrutement successif de l’hétérochromatine protéine 1 (HP1, codée par hpo) et l’ADN 

méthyltransférase DIM-2, à la formation d’hétérochromatine (Freitag et al., 2004 ; Cf. Introduction 

générale). Chez A. nidulans, l’inactivation de clrD et de hepA (les homologues de dim-5 et hpo) mène 

à la surexpression de gènes des clusters de la stérigmatocystine et de la pénicilline (Reyes-Dominguez 

et al., 2010). De façon similaire, la délétion de l’homologue de hpo (Hep1) chez F. graminearum 

entraine une surexpression du cluster de l’aurofusarine et la surproduction conséquente du métabolite 

(Reyes-Dominguez et al., 2012). Les mécanismes de régulation par la voie impliquant DIM-5 et HP1 

semblent ainsi conservés en ce qui concerne la régulation du métabolisme secondaire de ces espèces 

(Tableau IV.1). 
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ST, stérigmatocystine ; ltm, lolitrème ; eas, alcaloïdes de l’ergot ; * résultats non confirmés par notre étude.

Tableau IV.1. Exemple de modificateurs chromatiniens fongiques caractérisés liés à la méthylation des lysines H3K9 et H3K27 chez les champignons filamenteux. 

Famille Espèce Gène / Protéine Phénotype des mutants 

(délétion ou RNAi) 

Effet de l’inactivation sur le métabolisme secondaire / les 

effecteurs protéiques 

Analyse de la structure 

chromatinienne par ChIPseq 

KMT1 

(triméthylation 

des H3K9) 

Neurospora crassa dim-5 / DIM-5 

(Tamaru et Selker, 2001) 

Croissante réduite, moins de spores produites  Oui 

(Jamieson et al., 2016) 

Aspergillus nidulans clrD / ClrD 

(Reyes-Dominguez et al., 2010) 

Pas de modification Sur-expression du cluster ST et surproduction du métabolite Oui, ChIP-qPCR 

(Reyes-Dominguez et al., 2010) 

Leptosphaeria maculans 

brassicae 

LmDIM5/LmDIM5 

(Soyer et al., 2014) 

Croissance et agressivité réduite Surexpression de gènes codant notamment des effecteurs 

protéiques 

Oui (Soyer, communication 

personnelle) 

Epichloë festucae clrD / ClrD 

(Chujo et Scott, 2014) 

Croissance et morphologie altérées, capacité à 

coloniser des plants de Ray-grass réduite 

Sur-expression de certains gènes des clusters ltm et eas mais 

pas de sur-production des métabolites 

Oui, ChIP-qPCR 

(Chujo et Scott, 2014) 

Botrytis cinerea Bcdim-5 / BcDim-5 

(Zhang et al., 2016) 

Croissance et agressivité réduites, production 

de conidies et de sclérotes affectée* 

Sous-expression de gènes impliqués dans le pouvoir 

pathogène, notamment dans le métabolisme secondaire 

Non 

HP1 

(lecture des 

H3K9me3) 

 

Neurospora crassa hpo / HP1 

(Freitag et al., 2004) 

Croissante réduite, moins de spores produites  Oui 

(Jamieson et al., 2016) 

Aspergillus nidulans hepA / HepA 

(Reyes-Dominguez et al., 2010) 

Pas de modification Augmentation de l’expression et de la production de 

plusieurs MSs 

Oui, ChIP-qPCR 

(Reyes-Dominguez et al., 2010) 

Leptosphaeria maculans 

brassicae 

LmHP1/LmHP1 

(Soyer et al., 2014) 

Croissance réduite Surexpression de gènes codant des effecteurs protéiques Oui (Soyer, communication 

personnelle) 

Fusarium graminearum Hep1 / HEP1 

(Reyes-Dominguez et al., 2012) 

Pas de modification Sur- et sous-expression de gènes du métabolisme 

secondaires et sur- ou sous-production des métabolites 

Oui, ChIP-qPCR 

(Reyes-Dominguez et al., 2012) 

Botrytis cinerea Bchp1 / BcHp1 

(Zhang et al., 2016) 

Pas de modification  Non 

KMT6 

(triméthylation 

des H3K27) 

Neurospora crassa set-7 / SET-7 

(Jamieson et al., 2013) 

Pas de modification  Oui 

(Jamieson et al., 2013) 

Aspergillus nidulans absent    

Fusarium fujikuroi KMT6 / Kmt6 

(Studt, Rösler, et al., 2016) 

Croissance et développement asexué affectés Surexpression de clusters du métabolisme secondaire et 

surproduction de métabolites 

Oui 

(Studt, Rösler, et al., 2016) 

Fusarium graminearum kmt6 / KMT6 

(Connolly et al., 2013) 

Croissance et morphologie altérée, stérilité Surexpression de clusters du métabolisme secondaire et 

surproduction de métabolites 

Oui 

(Connolly et al., 2013) 

Epichloe festucae ezhB / EzhB 

(Chujo et Scott, 2014) 

Tallage et biomasse racinaire augmentés chez 

les plantes infectées 

Sur-expression de certains gènes des clusters ltm et eas mais 

pas de sur-production des métabolites in vitro, sur-

expression de gènes eas et surproduction d’alcaloïdes in 

planta 

Oui, ChIP-qPCR 

(Chujo et Scott, 2014) 

Botrytis cinerea  Bckmt6 / BcKmt6   
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 En parallèle de la voie impliquant les H3K9me3, l’hétérochromatine peut également être 

formée à partir des H3K27me3. Chez la drosophile, la triméthylation des H3K27 implique un 

complexe multimérique nommé Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). Ce complexe est composé 

de quatre protéines conservées dont une histone méthyltransférase (nommée E(Z) (Enhancer of Zeste) 

chez D. melanogaster) (Shaver et al., 2010). Cette protéine a pour la première fois été mise en 

évidence comme un régulateur négatif de l’expression de gènes homéotiques (Jones et Gelbart, 1993). 

PRC2 est absent chez Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces pombe mais aussi chez les 

Aspergilli et Ustilago maydis (Shaver et al., 2010; Connolly et al., 2013) chez qui les H3K27me3 ne 

sont pas présentes. Ce complexe est en revanche présent chez plusieurs espèces fongiques. L’histone 

méthyltransférase nommée KMT6 (lysine méthyltransférase) a été caractérisée chez deux espèces de 

Fusarium (Connolly et al., 2013; Studt, Rösler, et al., 2016) ainsi que chez Epichloë festucae (Chujo 

et Scott, 2014). D’après ces études, elle serait notamment impliquée dans la répression de clusters du 

métabolisme secondaire et la délétion du gène mène à la surexpression et la production de métabolites 

cryptiques situés dans des régions enrichies en H3K27me3 chez la souche sauvage.  

 L’activité des modificateurs chromatiniens présentée ci-dessus repose sur la présence de 

domaines caractéristiques. Ainsi, les histones méthyltransférases possèdent un domaine SET 

(IPR001214). Ce domaine conservé au cours de l’évolution a dans un premier temps été caractérisé 

comme un motif commun aux protéines identifiées chez Drosophila melanogaster (Jenuwein et al., 

1998). Ces protéines sont SU(VAR)3-9 (Suppressor of variegation 3-9 ; Tschiersch et al., 1994), E(Z) 

(Enhancer of Zeste) du groupe Polycomb (Jones et Gelbart, 1993) et TRX (régulateur de gènes 

homéotiques du groupe de protéines trithorax ; Stassen et al., 1995). Rea et al. (2000) ont ensuite 

démontré que le domaine SET était impliqué dans l’activité catalytique chez les histones 

méthyltransférases. De plus, les domaines pre-SET (IPR007728) et post-SET (IPR003616) ont été 

démontrés comme nécessaires à l’activité des protéines de la famille KMT1. Chez les protéines de la 

famille de KMT6, le domaine SET est associé à un domaine CXC (IPR026489). Ce dernier est 

composé de motifs répétés riches en cystéines (Hobert et al., 1996) et est important pour la 

reconnaissance du substrat et l’activité enzymatique. En ce qui concerne la protéine lectrice HP1, la 
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présence des domaines caractéristiques Chromo (IPR000953) et Chromo-Shadow (IPR008251) permet 

respectivement la fixation au niveau des histones méthylées (Nielsen et al., 2002) et l’agrégation des 

protéines HP1 entre elles entrainant ainsi une compaction de la chromatine (Yamamoto et Sonoda, 

2003). 

 Dans le cadre de nos études précédentes (Chapitres I, II et III), la localisation génomique 

ainsi que la composition des régions contenant les clusters BOT, BOA et PKS7 nous ont amené à 

émettre l’hypothèse d’une régulation chromatinienne. Ainsi, nous avons voulu déterminer ici si les 

acteurs DIM-5, HP1 et KMT6 impliqués dans la régulation du métabolisme secondaire chez d’autres 

espèces fongiques pouvaient également avoir un rôle dans la régulation des clusters chez B. cinerea. 

Plus particulièrement, nous nous sommes intéressés aux gènes impliqués dans la production de BOT, 

de BOA et du composé putativement produit par le cluster PKS7. Dans cet objectif, nous avons 

identifié et inactivé ces trois régulateurs chromatiniens putatifs. Dans le cadre d’expérimentations 

préliminaires, nous avons par la suite analysé l’expression de gènes du métabolisme secondaire chez 

ces transformants. Finalement, nous avons initié la caractérisation phénotypique des mutants. 

Résultats 

1. Les orthologues des gènes dim-5, hpo et set-7 sont présents chez B. cinerea 

 Dans le but d’identifier les homologues chez B. cinerea de dim-5, hpo et set-7 de N. crassa, 

nous avons procédé à des analyses par BlastP (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) en utilisant les 

séquences des protéines correspondantes. BcDim5, BcHp1 et BcKmt6 (respectivement Bcin11g02360, 

Bcin13g05340 et Bcin06g04490 et donc les gènes correspondant) ont été identifiées par BDBH 

(bidirectional best hit). L’identification des candidats a été confirmée par l’utilisation de FungiPath 

(http://fungipath.i2bc.paris-saclay.fr/ortho.php), un outil permettant l’identification d’homologues. Les 

protéines de B. cinerea présentent respectivement 50, 48 et 29 % d’identité par rapport aux 

homologues de N. crassa. Elles présentent de plus les domaines caractéristiques des familles 

auxquelles elles appartiennent (Fig. IV.1). Ainsi, Bcdim-5 code une protéine prédite de 308 acides 

aminés qui possède les domaines caractéristiques des histones lysine méthyltransférases, soient les 



208 

 

domaines Pre-SET (IPR007728), SET (IPR001214) et Post-SET (IPR003616). Bchp1 code une 

protéine prédite de 243 acides aminés qui présente un domaine Chromo (IPR000953) en partie N-

terminale et un domaine Chromo-shadow (IPR008251) en C-terminale. Le gène kmt6 identifié chez B. 

cinerea, Bckmt6, code une protéine prédite possédant des domaines CXC (IPR026489 ; spécifique au 

groupe de protéines Polycomb) et SET (IPR001214). 
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Fig. IV.1. Les protéines prédites BcDim5, BcHp1 et BcKmt6 présentent les domaines 

caractéristiques similaires aux homologues caractérisés chez d’autres espèces fongiques. 
BcDim-5 (A), BcHp1 (B) et BcKmt6 (C) sont représentées en parallèle des homologues caractérisés 

chez d’autres espèces fongiques. Les domaines ont été prédits avec InterProScan 

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search). Les accessions IPR sont les suivantes : Pre-

SET domain (IPR007728) ; SET domain (IPR001214) ; Post-SET domain (IPR003616) ; Chromo 

domain (IPR000953) ; Chromo-shadow domain (IPR008251) ; CXC domain (IPR026489). 
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2. Bcdim-5, Bchp1 et Bckmt6 sont dispensables au développement de B05.10 

 Afin d’étudier le rôle de certains modificateurs chromatiniens putatifs chez B05.10, nous 

avons procédé à l’inactivation des gènes d’intérêt.  

2.1. Délétion de Bcdim-5 

 La délétion de Bcdim-5 a été réalisée en deux étapes. Une première série d’inactivation avait 

été réalisée (construction 1 sur Fig. IV.2A) en cherchant à remplacer l’ORF de Bcdim-5 par une 

cassette de résistance à la nourséothricine (pOliC:nat1). Néanmoins, seuls trois transformants ayant 

intégré la casette de résistance ont pu être obtenus. Les analyses moléculaires n’ont pas permis de 

démontrer une insertion au locus ciblé et pourraient suggérer une insertion ectopique. Les trois 

transformants présentaient un phénotype très affecté (très faible vitesse de croissance et aspect du 

mycélium). A la suite de ces observations, nous avons émis l’hypothèse que la courte séquence utilisée 

pour la recombinaison homologue en amont du gène à inactiver n’ait pas permis l’insertion correcte de 

la cassette de résistance. Pour contourner ce problème supposé, nous avons généré une nouvelle 

cassette (construction 2 sur Fig. IV. 2A et Fig. IV.S1A) en prenant cette fois une séquence plus 

longue pour la recombinaison homologue incluant le premiers exon et intron de Bcdim-5. Cette 

nouvelle construction impliquait alors de déléter uniquement les deux derniers exons de Bcdim-5 

prédits pour coder les domaines impliqués dans l’activité des histones méthyltransférases. La 

transformation avec cette construction a mené à l’obtention de plus de dix transformants. Après un 

clonage monospore, des homocaryons ayant inséré la cassette au locus ciblé ont été obtenus pour 

quatre mutants. Une analyse par Southern blot a démontré que la cassette de résistance a été insérée en 

une unique copie au locus ciblé chez les trois mutants testés (Fig. IV. S1C). 

 Au niveau macroscopique, la délétion de Bcdim-5 n’entraine pas de différence avec la souche 

sauvage. En effet, les ∆Bcdim-5 ne présentent pas de défaut de croissance sur ML et produisent des 

conidies et des sclérotes respectivement à la lumière et à l’obscurité. De plus, l’inoculation de feuilles 

de haricot détachées avec les ∆Bcdim-5 n’entraine pas de diminution de la taille des nécroses par 

rapport à B05.10 (Fig. IV.3).  
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Fig. IV.2. Constructions utilisées pour l’inactivation de Bcdim-5. 
A. Nous avons mené l’inactivation de Bcdim-5 en utilisant deux constructions différentes (1 et 2). B. 

Les constructions utilisées par Zhang et al. (2016) pour la délétion Bcdim-5 et la complémentation 

ectopique sont représentées. Les régions 5’ et 3’ représentées en gris sont les régions utilisées pour la 

recombinaison homologue. La région délétée suite à l’insertion de la cassette est représentée en 

orange. 

 

2.2. Délétion de Bchp1 

 Pour l’inactivation de Bchp1, l’ORF du gène a été remplacé par une cassette de résistance à 

l’hygromycine (Fig. IV.S1B). Plus de dix transformants ont été obtenus. Après deux clonages 

monospores, les vérifications moléculaires ont permis d’identifier six homocaryons indépendants au 

sein desquels la cassette a été intégrée au locus ciblé. Néanmoins, l’analyse par Southern blot (Fig. 

IV.S1C) n’a pas permis d’identifier d’individu ayant inséré une copie de la cassette de résistance 

parmi les trois ∆Bchp1 testés. Une analyse des autres mutants disponibles sera effectuée pour identifier 

un événement d’insertion unique de la cassette. 

 De la même façon que pour les résultats obtenus avec la délétion de Bcdim-5, l’inactivation de 

Bchp1 n’a mené à l’observation d’aucune différence par rapport à B05.10 en ce qui concerne la vitesse 
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de croissance, l’aspect du mycélium, la production de conidies et de sclérotes ou encore l’agressivité 

(Fig. IV.3). 

2.3. Délétion de Bckmt6 

 L’inactivation de Bckmt6 a été réalisée en remplaçant l’ORF du gène par une cassette de 

résistance à l’hygromycine (Fig. IV.S2). Une première série de transformation a permis d’obtenir plus 

de dix transformants. Après vérification de l’insertion de la cassette d’inactivation au locus ciblé, cinq 

transformants ont été conservés pour l’obtention d’homocaryons. Néanmoins, trois clonages 

monospores menés sur les cinq transformants n’ont permis d’obtenir qu’un seul transformant 

homocaryotique. Une seconde transformation a été effectuée. Après trois clonages monospores, deux 

nouveaux homocaryons indépendants chez qui la cassette de résistance a été intégrée au locus ciblé ont 

été obtenus. Ces ∆Bckmt6 devront être vérifiés par Southern blot pour confirmer l’insertion d’une 

unique copie de la cassette. 

 Les trois ∆Bckmt6 ont été étudiés au niveau développemental (croissance, production de 

conidies et de sclérotes). Aucune différence significative n’a été observée dans les conditions testées. 

De plus, la délétion de ce gène ne mène pas, d’après nos résultats, à une modification de l’agressivité 

en comparaison de B05.10 (Fig. IV.3). 

3. L’expression des gènes du métabolisme secondaire semble affectée chez les 

∆Bcdim-5, ∆Bchp1 et ∆Bckmt6. 

 Pour étudier l’influence sur le métabolisme secondaire des modificateurs chromatiniens 

putatifs étudiés, nous avons analysé l’expression de certains gènes par RT-qPCR chez les mutants 

générés. Nous nous sommes intéressés à l’expression de quatre gènes, Bcbot2, Bcboa6 et Bcboa9 ainsi 

que Bcpks7 qui sont impliqués dans la production de BOT, BOA et d’un métabolite putatif. Pour 

optimiser nos chances d’observer une différence entre B05.10 et les différents mutants, nous avons 

analysé l’expression des quatre gènes du métabolisme secondaire chez des individus ayant poussé sur  
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Fig. IV. 3. L’expression de gènes du 

métabolisme secondaire est affectée 

par la délétion de Bcdim-5, Bchp1 et 

Bckmt6. 
A. Analyse de l’expression de gènes 

du métabolisme secondaire chez des 

individus ayant été cultivés sur JDR. 

B. Analyse de l’expression de gènes 

du métabolisme secondaire chez des 

individus ayant été cultivés sur ML. C. 

et D. Analyse de l’expression de 

Bcbot2 sur les milieux indiqués. Des 

suspensions de conidies (10
6
 

conidies/mL) ont été préparées pour 

les différents individus étudiés. 300 µL 

de ces suspensions ont été étalées sur 

une feuille de cellophane déposée sur 

les milieux indiqués. Après 48 h de 

culture à 23°C en chambre climatique 

avec une alternance de 14 h 

d’obscurité et 10 h de lumière blanche, 

le jeune mycélium a été récupéré et 

utilisé pour la préparation des 

échantillons. Les résultats présentés 

ont été obtenus à partir d’un répliquât 

biologique d’après la méthode du 2
-

∆∆Ct 
(A, B et C) ou

 
2

-∆∆Ct 
(D) (Livak et 

Schmittgen, 2001)
 

en utilisant la 

souche sauvage B05.10 en contrôle et 

le gène BcactA (Bcin16g02020) en 

référence. 
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les milieux ML et JDR. Ces milieux ont été choisis en raison de l’expression contrastée des gènes du 

métabolisme secondaire entre un milieu riche (ML) et le milieu JDR qui mime l’infection (Viaud et 

al., 2016). De plus, nous avons démontré précédemment que Bcbot2 était sous-exprimé sur MM II 

(NH4) par rapport au milieu MM II (NO3) (Porquier et al., 2016). Nous avons donc étudié l’expression 

de ce gène chez B05.10 et les différents mutants ayant été cultivés sur MM II (NO3) et MM II (NH4) 

(Fig. IV.4C et D). 

 Il est à noter que les résultats présentés en Fig. IV.4 ont été obtenus à partir d’un unique 

répliquât biologique. Ainsi, des répétitions devront être réalisées pour démontrer de façon significative 

les différences et effets observés.  

 Le ∆Bcdim-5 12.1 a été utilisé pour déterminer l’expression des gènes du métabolisme 

secondaire sur ML et JDR et le ∆Bcdim-5 8.3 a été utilisé pour l’analyse sur les milieux MM II (NO3) 

et MM II (NH4). Les résultats obtenus avec ces deux mutants semblent confirmer qu’en l’absence de 

BcDim-5, Bcbot2 est sous-exprimé sur les milieux JDR et MM II (NH4) par un facteur d’environ 100 

(Fig. IV.3). Pour les gènes Bcboa6 et Bcboa9, une faible sous-expression est observée sur JDR. 

Néanmoins, l’utilisation d’un unique répliquât biologique et la faible intensité de cette différence ne 

nous permet pas de conclure quant à un rôle activateur de BcDim-5 chez B05.10. La délétion de 

Bcdim-5 n’entraine pas de différence significative de l’expression de Bcpks7 par rapport à B05.10.  

 Les résultats obtenus pour le ∆Bchp1 5.1 sont similaires à ceux des ∆Bcdim-5. La sous-

expression observée sur le milieu MM II (NH4) est cependant moins importante (facteur d’environ 10). 

De plus, les gènes Bcboa étudiés sont également sous-exprimés (par 10) sur milieu JDR par rapport à 

la souche sauvage. L’expression de Bcpks7 n’est en revanche pas affectée.  

 A l’inverse des ∆Bcdim-5 et ∆Bchp1, la délétion de Bckmt6 ne semble pas avoir d’effet sur les 

gènes Bcbot et Bcboa. En revanche, le ∆Bckmt6 2.3.3 présente une surexpression de Bcpks7 sur milieu 

ML (facteur 9) et en moindre mesure sur milieu JDR. 
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Fig. IV. 4. La délétion de Bcdim-5, Bchp1 et Bckmt6 ne semble pas affecter l’agressivité par 

rapport à la souche sauvage. 
Des plugs de mycélium (3 jours sur ML) (A) ou 10 µl de suspensions de conidies (10

5
 conidies/ml) 

(B) ont été déposés sur feuilles détachées de haricot. Les feuilles inoculées ont été placées dans des 

boites plastiques contenant un tissu humide pour maintenir une atmosphère humide. Les boites ont été 

mises en chambre climatique (hygrométrie de 75 %) avec une alternance de 16 h de lumière à 22°C et 

8 h d’obscurité à 18°C. Chaque feuille a été infectée par un dépôt de mutant et un dépôt de B05.10. 

Les valeurs ont été obtenues en calculant le pourcentage du diamètre des lésions induites par le mutant 

par rapport à B05.10. A. Les résultats ont été calculés après 3 jours d’incubation à partir de 8 feuilles 

(et donc 8 lésions) par mutant. B. Les résultats présentés ont été obtenus avec des mesures effectuées 

après 5 jours d’incubation et à partir de 4 feuilles par mutant. Les barres d’erreurs représentent les 

écarts types. Des analyses statistiques (test de Wilcoxon) n’ont pas permis de déterminer de différence 

significative (p ≤ 0.01) entre les symptômes induits par les mutants et la souche sauvage. 
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Discussion 

 Les domaines ainsi que la fonction enzymatique des protéines DIM-5 et HP1 sont conservés 

chez les eucaryotes. Il en est de même pour les organismes qui possèdent un homologue de KMT6. 

Chez B. cinerea, l’homologue identifié de DIM-5 (BcDim-5) possède les domaines caractéristiques 

des protéines de la famille KMT1 (DIM-5, Clr4 et Su(var)3-9). Il s’agit des domaines Pre-SET, SET et 

Post-SET (Cheng et al., 2005). Pour BcHp1, les domaines chromo-shadow et chromo sont présents. 

En ce qui concerne KMT6, les deux domaines essentiels à l’activité d’histone méthyltransférase (CXC 

et SET) et conservés chez tous les homologues (E(z) chez D. melanogaster (Margueron et Reinberg, 

2011), EZH2 chez l’humain (Simon et Kingston, 2009), et Kmt6 chez F. graminearum et F. fujikoroi 

(Connolly et al., 2013; Studt, Rösler, et al., 2016)), sont présents chez BcKmt6. La présence des 

domaines caractéristiques de ces différentes protéines suggère une conservation de structure et donc 

probablement de fonction enzymatique avec les protéines caractérisées notamment chez d’autres 

champignons filamenteux. Récemment, une étude portant sur la caractérisation de Bcdim-5, Bchp1 et 

Bcdim-2 a été publiée (Zhang et al., 2016). Dans le cadre de ce travail, les auteurs ont montré par 

Western blot que les modifications H3K9me3 disparaissaient chez le ∆Bcdim-5 et que BcDim-5 était 

donc responsable de la mise en place de cette marque. La fonction de cette protéine semble donc 

effectivement conservée chez B. cinerea par rapport aux autres organismes chez qui KMT1 a été 

caractérisée (Tamaru et Selker, 2001; Reyes-Dominguez et al., 2010). 

1. La délétion de Bcdim-5, Bchp1 et Bckmt6 n’entraine pas de modification du 

phénotype de B05.10 

 La caractérisation des ∆Bcdim-5, ∆Bchp1 et ∆Bckmt6 a été initiée lors de cette étude. Aucune 

différence n’a pu être observée en comparaison de B05.10 en ce qui concerne la vitesse de croissance 

et l’aspect du mycélium, la production de conidies et de sclérotes. De plus, aucune différence 

d’agressivité n’a été détectée sur feuilles de haricot détachées. Ces résultats semblent indiquer que 

BcDim-5, BcHp1 et BcKmt6 ne sont pas significativement impliquées dans le développement ou le 

pouvoir pathogène de B05.10. L’impact de la délétion de ces différents acteurs est variable selon les 

organismes.  
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Chez N. crassa, la délétion de dim-5 entraine un défaut de croissance (Tamaruet Selker, 2001). De 

plus, la production de spores est réduite et ces dernières sont non viables. A l’inverse, chez A. 

nidulans, la délétion et le silencing par ARNi de l’homologue de dim-5 (i. e. clrD) n’entraine pas de 

modification phénotypique par rapport à la souche sauvage.  

En ce qui concerne hp1, la délétion chez N. crassa (hpo) entraine un retard de croissance encore 

plus sévère que pour le ∆dim-5 alors que chez A. nidulans, la délétion du gène n’a mené à 

l’observation d’aucune différence avec la souche sauvage (Reyes-Dominguez et al., 2010).  

Les souches délétées pour kmt6 chez F. graminearum sont stériles, présentent des défauts 

morphologiques et sont affectées au niveau de la pigmentation (Connolly et al., 2013). A fortiori, 

KMT6 semble indispensable au développement de F. fujikoroi puisqu’aucun transformant 

homocaryotique n’a pu être obtenu (Studt, Rösler, et al., 2016). A l’inverse, chez N. crassa, la délétion 

de set-7 n’entraine aucune différence phénotypique avec la souche sauvage (Jamieson et al., 2013). 

2. ∆Bcdim-5 : différentes stratégies d’inactivation du gène conduisent à des 

phénotypes différents 

 Lors de la caractérisation de Bcdim-5, Bchp1 et Bcdim-2, Zhang et ses collaborateurs (2016) 

ont mis en évidence que les ∆Bchp1 et ∆Bcdim-2 ne présentent pas de modification du phénotype 

(conidiation, production de sclérotes, agressivité) par rapport à la souche sauvage. Ces résultats sont 

en accord avec ce que nous avons pu observer pour le ∆Bchp1 que nous avons généré. En revanche, 

d’après ces auteurs, la délétion de Bcdim-5 mène à une altération importante du phénotype. Ainsi, le 

∆Bcdim-5 généré dans le cadre de leur étude présente un retard de croissance, une diminution de la 

masse mycélienne mais aussi une diminution de la production de conidies et des sclérotes. De plus, ce 

∆Bcdim-5 est très affecté dans son agressivité par rapport à B05.10. Ces résultats sont donc opposés à 

ce que nous avons pu relever dans nos expérimentations.  

 Notre hypothèse la plus probable pour expliquer ces résultats contrastés entre les deux équipes 

repose sur le choix de la construction utilisée pour l’inactivation de Bcdim-5. Pour générer nos 

mutants, nous avons effectivement choisi une région flanquante 5’ (utilisée pour la recombinaison 
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homologue) qui n’incluait pas le gène proche en amont (Bcin11g02350) et qui était relativement 

éloignée de la région promotrice (Fig. IV.2). A l’inverse, la stratégie adoptée par Zhang et ses 

collaborateurs a consisté à utiliser une région flanquante 5’ comprenant une partie importante de 

Bcin11g02350. De plus, la région inactivée par l’utilisation de cette cassette inclut le promoteur de 

Bcin11g02350. Or, ce gène est putativement impliqué dans la génération de l’ARN ribosomique 28S 

et est donc probablement important pour le bon développement de B. cinerea. Nous pensons que 

l’inactivation de Bcdim-5 réalisée dans le cadre de l’étude de Zhang et al. a entrainé une modification 

de l’expression de ce gène soit (i) en ayant inséré une mutation (dans le gène ou dans sa partie 

promotrice non-délétée) lors de l’amplification par PCR pour la construction de la cassette de délétion 

ou (ii) en ayant délété une partie de la région promotrice nécessaire à l’expression du gène. Il ne serait 

alors pas étonnant que le phénotype des transformants soit affecté. De plus, pour complémenter leur 

mutant, les auteurs de l’étude inséré ectopiquement une construction comprenant non seulement 

l’ORF de Bcdim-5 mais aussi une région de 3 kb en amont (incluant donc l’ORF de Bcin11g02350) et 

1 kb en aval du gène. La restauration partielle du phénotype du mutant pourrait donc s’expliquer par le 

fait que la cassette de complémentation contient une version fonctionnelle de Bcin11g02350. Pour 

confirmer que le ∆Bcdim-5 que nous avons généré est correct, il serait particulièrement intéressant de 

vérifier l’absence des marques H3K9me3 par Western blot ou par ChIPseq. Le fait que ces marques 

soient absentes chez notre mutant suggèrerait alors que l’affectation du phénotype observé par Zhang 

et ses collaborateurs ne résulte effectivement pas de la délétion de Bcdim-5 (et de l’absence 

subséquente des H3K9me3) mais bien d’un autre évènement.  

3. La délétion de Bcdim-5 et Bchp1 affecterait l’expression des gènes du 

métabolisme secondaire 

 L’objectif principal de la délétion de Bcdim-5 et Bchp1 reposait sur notre volonté d’étudier le 

rôle probable de ces modificateurs chromatiniens putatifs sur l’expression de gènes du métabolisme 

secondaire. Ainsi, l’analyse de l’expression de gènes impliqués dans la synthèse de BOT (Bcbot2), de 

BOA (Bcboa6 et Bcboa9) et du métabolite putatif produit par le cluster PKS7 (Bcpks7) a été effectuée 

chez les différents mutants. Nos données préliminaires suggèrent que l’effet le plus marquant entrainé 
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par la délétion de Bcdim-5 et de Bchp1 est la sous-expression de Bcbot2 par rapport à la souche 

sauvage B05.10. De plus, il semblerait que les gènes Bcboa6 et Bcboa9 pourraient être sous-exprimés 

chez les ∆Bcdim-5 et ∆Bchp1 ayant été cultivés sur JDR. Les expérimentations devront être répétées 

pour être confirmées et mener à des résultats significatifs. De plus, la création d’une complémentation 

des mutants est prévue. Cependant, nous pensons qu’il est peu probable que la délétion de Bcdim-5 

et/ou Bchp1 puisse mener à une sous-expression simultanée des deux clusters BOT et BOA in planta 

sans affecter l’agressivité des transformants. Effectivement, les deux toxines BOT et BOA ont un rôle 

redondant et quand aucune n’est produite, l’agressivité de B05.10 est réduite (Dalmais et al., 2011). Il 

serait donc particulièrement intéressant d’étudier l’expression des deux clusters BOT et BOA chez les 

∆Bcdim-5 et ∆Bchp1 lors de l’infection in planta. 

 Des analyses de l’expression de gènes impliqués dans le pouvoir pathogène de B. cinerea 

(notamment Bcbot1, Bcbot2 et Bcboa9) ont été réalisées dans l’étude de Zhang et al. (2016). Les 

résultats montrent que chez le ∆Bcdim-5, l’expression de l’ensemble des gènes testés est diminuée par 

rapport à la souche sauvage, ce qui suggère une régulation positive par BcDim-5 chez la souche 

sauvage. Ces résultats sont concordants pour l’expression de Bcbot2 avec les données que nous avons 

obtenues par RT-qPCR chez le ∆Bcdim-5 que nous avons généré.  

 Chez A. nidulans, l’absence de ClrD et HepA entraine une augmentation de l’expression des 

gènes impliqués dans la production de stérigmatocystine, de pénicilline et de terrequinone A (Reyes-

Dominguez et al., 2010). Ces résultats renseignent sur le rôle de répresseur de ClrD et de HepA. 

Cependant, chez F. graminearum, la délétion de Hep1 entraine à la fois une surexpression des gènes 

impliqués dans la production d’aurofusarine mais également et concomitamment une sous-expression 

du cluster du déoxylivalénol (Reyes-Dominguez et al., 2012). Il semblerait ainsi que HP1 puisse être à 

la fois impliquée dans la répression et l’activation de gènes du métabolisme secondaire. Il est possible 

que ces observations résultent en partie d’effets indirects. 

 D’après les données obtenues dans les chapitres précédents, nous pouvons affirmer que les 

trois clusters auxquels nous nous sommes intéressés (c’est-à-dire BOT, BOA et PKS7) ne présentent 
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pas le même environnement génomique. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que les clusters BOT 

et BOA contenaient des parties riches en A+T résultant probablement de copies d’ETs mutées par le 

RIP (Porquier et al., 2016). Ces observations nous laissaient penser que comme chez N. crassa, les 

séquences RIPées étaient ciblées par DIM-5 pour former de l’hétérochromatine grâce au recrutement 

de HP1 et DIM-2 (Lewis et al., 2009). D’après les résultats présentés ci-dessus, il semblerait qu’un 

scénario différent se déroule au niveau des clusters BOT et BOA chez B. cinerea puisque 

l’inactivation des gènes Bcdim-5 et Bchp1 semble mener à une sous-expression de Bcbot2 et aussi 

peut-être de Bcboa6 et Bcboa9. A partir de ces observations, deux hypothèses nous semblent donc 

possibles : (i) la sous-régulation de ces gènes implique un phénomène indépendant de l’environnement 

génomique ou (ii) l’environnement génomique des clusters BOT et BOA est effectivement impliqué 

dans leur régulation. Dans le premier cas, nous pensons qu’il est possible qu’un répresseur putatif des 

clusters BOT et BOA pourrait être surexprimé chez les ∆Bcdim-5 et ∆Bchp1. Dans ce cas, la protéine 

surproduite pourrait réprimer l’expression des gènes Bcbot et Bcboa. Dans le second cas, il est 

possible que la compensation entre les modifications post-traductionnelles au niveau des histones soit 

impliquée dans les observations que nous avons pu faire. En effet, chez N. crassa, la délétion de dim-5 

entraine une relocalisation des H3K27me2/3 au niveau des régions marquées par des H3K9me3 chez 

la souche sauvage (Jamieson et al., 2016). Nous pouvons ainsi faire l’hypothèse d’un scénario 

similaire chez B05.10 : des modifications H3K9me3 pourraient être présentes au niveau des ETs des 

clusters BOT et BOA, disparaitre chez le ∆Bcdim-5 et entrainer une relocalisation des H3K27me3 

dans ces mêmes régions. Ceci expliquerait la sous-expression observée au niveau de ces deux clusters. 

Pour tester cette hypothèse d’une relocalisation des marques, il serait particulièrement d’intérêt 

d’effectuer des analyses ChIPseq chez les différents mutants. De plus, dans le but d’observer l’effet de 

l’absence simultanée des marques silencieuses H3K9me3 et H3K27me3, nous avons initié la 

construction d’un double mutant ∆Bcdim-5∆Bckmt6. 

 Le fait que l’expression de Bcpks7 ne soit pas affectée chez les ∆Bcdim-5 et ∆Bchp1 pourrait 

s’expliquer par le fait que l’environnement génomique du cluster soit différent de celui des clusters 

BOT et BOA. Effectivement, le pourcentage G+C n’est pas anormalement faible dans cette région du 
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génome et aucune copie d’ET n’a été prédite, ce qui ne suggère pas une régulation chromatinienne 

similaire à celle des clusters BOT et BOA (i. e. via BcDim-5 et BcHp1). 

4. La formation d’hétérochromatine chez B. cinerea implique-t-elle une méthylation 

d’ADN via BcDim-2 ? 

 Chez N. crassa, la formation d’hétérochromatine constitutive implique une méthylation de 

novo via l’ADN méthyltransférase DIM-2 (Kouzminova and Selker, 2001; Rountree and Selker, 

2010). Chez cet organisme modèle pour la formation d’hétérochromatine, le pourcentage d’ADN 

méthylé (5mC) s’élève à environ 1.5% (Foss et al., 1993). Dans le cadre de la présente étude, il serait 

intéressant de déterminer si, chez B. cinerea, les mécanismes menant à la formation 

d’hétérochromatine constitutive sont similaires. Il a été démontré que la méthylation d’ADN est 

présente chez B05.10 avec un taux d’environ 0.6% (Breen et al., 2016) qui est donc inférieur à celui 

de N. crassa. L’inactivation de Bcdim-2 par Zhang et al. (2016) n’a pas mené à l’observation de 

différences entre le mutant et la souche sauvage en ce qui concerne l’agressivité ou la vitesse de 

croissance. Néanmoins, ces résultats ne donnent pas plus d’indications sur le rôle putatif de Bcdim-2 

dans la méthylation d’ADN ou dans la formation d’hétérochromatine. Des études supplémentaires sont 

donc requises pour lever le voile sur le rôle de BcDim-2. Dans le cadre de la continuité de ce projet, il 

serait intéressant d’étudier l’expression de nos gènes favoris du métabolisme secondaire pour les 

confronter avec ceux obtenus notamment chez les ∆Bcdim-5 et ∆Bchp1 pour déterminer l’implication 

dans une voie commune putative comme c’est le cas chez N. crassa (Lewis et al., 2009). 

5. Bcpks7 est affecté chez le ∆Bckmt6 

 La délétion de Bckmt6 semble indiquer que la protéine est impliquée dans la répression de 

Bcpks7. Effectivement, nos données préliminaires suggèrent que ce gène est surexprimé (notamment 

sur ML) chez le ∆Bckmt6. En revanche, les clusters BOT et BOA ne semblent pas régulés par cette 

protéine. Ces résultats sont en accord avec le rôle répresseur du métabolisme secondaire de KMT6 

chez F. graminearum et F. fujikuroi (Connolly et al., 2013; Studt, Rösler, et al., 2016). Dans le second 

cas, l’inactivation du gène a même entrainé la production de quatre métabolites cryptiques et a permis 

l’identification d’un nouveau sesquiterpène. D’après les résultats que nous avons obtenus, nous 
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pensons que la région génomique contenant le cluster PKS7 est sous le contrôle de BcKmt6 à travers 

les H3K27me2/3. A l’inverse, les régions des clusters BOT et BOA ne seraient pas soumis au contrôle 

de ce modificateur chromatinien. Il est donc probable que l’environnement génomique différent entre 

ces trois clusters explique la régulation par la voie de formation de l’hétérochromatine impliquant 

BcDim-5 et BcHp1 ou la voie impliquant BcKmt6. 

 Cette étude nous a donc permis d’initier la caractérisation de modificateurs chromatiniens 

impliqués dans la régulation du métabolisme secondaire chez B. cinerea. Nous avons démontré que les 

gènes de nos clusters favoris semblaient effectivement sous le contrôle de certains de ces régulateurs. 

Les mutants générés seront utilisés au sein de l’équipe pour une caractérisation plus approfondie. 

D’autre part, l’obtention de données de ChIP-seq chez le WT serait particulièrement intéressante pour 

localiser les différentes marques (H3K9me3/H3K27me3) au niveau des clusters du métabolisme 

secondaire mais aussi chez les mutants pour étudier le phénomène possible de relocalisation des 

marques. Finalement, des analyses transcriptomiques et métaboliques globales des mutants en 

comparaison de la souche sauvage permettra de définir si BcDim-5 a aussi un rôle répresseur sur des 

gènes notamment impliqués dans la production d’autres métabolites secondaires. 
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Fig. IV.S1. Création des ∆Bcdim-5 et ∆Bchp1. 
Bcdim-5 a été délété en remplaçant une partie de l’ORF (contenant les domaines fonctionnels) par une 

cassette de résistance à la nourséothricine (A) tandis que la totalité de l’ORF de Bchp1 a été remplacée 

par une cassette de résistance à l’hygromycine (B). Les amorces utilisées pour la construction des 

mutants sont présentées dans le Tableau MM.1 (Matériels et méthodes). Les amorces utilisées pour 

la vérification de l’insertion des cassettes aux locus ciblés ainsi que la pureté des mutants (obtention 

d’homocaryons) sont représentées. C. L’analyse des homocaryons ∆Bcdim-5 par Southern blot a 

révélé une unique insertion au locus ciblé. La bande additionnelle est également présente chez le WT 

et correspond à une hybridation aspécifique. L’analyse des ∆Bchp1 a révélé l’insertion probable de 

copies additionnelles de la cassette au sein du génome. Les résultats ont été obtenus en hybridant les 

ADN des mutants digérés avec ClaI avec les sondes radioactives spécifiques aux cassettes illustrées en 

A et B (amplifiées respectivement avec Nourseo-ATG/K7 Nat1-Rev et hphF/hphR). Pour plus de 

détails, Cf. partie Matériels et méthodes. 
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Fig. IV.S2. Création des ∆Bckmt6. 
Les ∆Bckmt6 ont été obtenus en remplaçant l’ORF par une cassette de résistance à l’hygromycine. Les 

amorces utilisées pour la construction du mutant sont présentées dans le Tableau MM.1 (Matériels et 

méthodes). Les amorces utilisées pour la vérification de l’insertion des cassettes aux locus ciblés ainsi 

que la pureté des mutants (obtention d’homocaryons) sont représentées. 
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Discussion générale et perspectives  
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 Le pouvoir pathogène de B. cinerea repose en partie sur la production de métabolites 

phytotoxiques. Néanmoins, les mécanismes qui gouvernent l’expression des clusters responsables de 

la production de ces métabolites demeuraient méconnus. L’objectif de mon projet de thèse était 

d’étudier la régulation de trois clusters de gènes (BOT, BOA et PKS7) démontrés ou supposés comme 

impliqués dans le pouvoir pathogène de B. cinerea. Au début de ma thèse, une vue seulement partielle 

de l’environnement des gènes du métabolisme secondaire était disponible chez cet organisme. Dans ce 

contexte, nous avions peu d’outils pour émettre des hypothèses quant à la régulation de ces gènes. 

Nous savions néanmoins que les deux clusters BOT et BOA étaient bordés par des régions riches en 

A+T. De plus, il était déjà connu qu’un gène codant un FT putatif est présent dans le cluster BOA. 

Pendant la réalisation des différents travaux présentés dans ce manuscrit, nous avons eu accès à 

l’assemblage complet du génome de B05.10. L’obtention de cette information a été précieuse pour ma 

thèse puisqu’elle nous a permis (i) d’avoir accès à l’ensemble des gènes faisant putativement partie 

d’un même cluster et (ii) de localiser les clusters sur les chromosomes et d’étudier leur environnement 

génomique. Au cours de cette discussion générale, nous verrons que ces informations génomiques 

couplées à nos analyses fonctionnelles ont permis de faire évoluer nos connaissances sur la régulation 

de la synthèse de métabolites phytotoxiques chez B. cinerea. De plus, certaines observations originales 

sur le métabolisme secondaire ainsi que sur sa régulation chromatinienne ont été révélées par rapport à 

d’autres champignons modèles. 

1. Les clusters BOT et BOA sont régulés par des FTs spécifiques 

 Le cluster BOA, tel qui avait défini par Dalmais et al. (2011), présente un gène (Bcboa13) 

codant un FT putatif de type Zn(II)2Cys6. Dans le cadre de mon projet, nous avons caractérisé ce gène 

et démontré que BcBoa13 agissait effectivement comme un régulateur positif majeur et probablement 

spécifique du cluster BOA (Cf. Chapitre II). Au cours de ma thèse et grâce à la nouvelle annotation 

de B05.10, nous avons identifié un gène adjacent aux gènes Bcbot déjà identifiés. Comme pour 

Bcboa13, la délétion de ce gène (Bcbot6) affecte l’expression de l’ensemble du cluster BOT suggérant 

un rôle positif majeur de la protéine. De plus, des analyses métabolites ont confirmé que le mutant 
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n’était plus capable de produire de botrydial ou de botryanes. A l’inverse des clusters BOT et BOA, le 

cluster PKS7 ne contient apparemment pas de gène codant un régulateur putatif. Il est par conséquent 

possible qu’une autre portion du cluster contenant un gène de régulation soit présente ailleurs dans le 

génome. Néanmoins, certains clusters du métabolisme secondaire fongique ne possèdent pas de FT 

spécifique (Brakhage, 2012; Chujo and Scott, 2014). Il est donc alternativement possible que seuls les 

FTs globaux et des mécanismes chromatiniens agissent pour la régulation du cluster PKS7. 

 En ce qui concerne l’ensemble du métabolisme secondaire chez B05.10, il semblerait que seul 

un quart environ de la quarantaine de clusters contient un gène codant un régulateur putatif 

(majoritairement de type Zn(II)2Cys6). Deux de ces FTs ont été caractérisés et sont impliqués dans la 

production de mélanine (Schumacher, 2016a). Les études que nous avons menées sur BcBot6 et 

BcBoa13 constituent donc une contribution importante dans l’acquisition de connaissances sur la 

régulation spécifique du métabolisme secondaire. D’après l’ensemble des informations dont nous 

disposons à l’heure actuelle, il apparait donc que, comme chez les autres champignons, le métabolisme 

secondaire de B. cinerea est partiellement contrôlé par des FTs spécifiques. Néanmoins, la régulation 

du métabolisme secondaire fongique est complexe et fait intervenir des acteurs agissant à différents 

niveaux hiérarchiques. BcYoh1 est par exemple un FT C2H2 qui régule, en plus de différents 

mécanismes impliqués dans la nécrotrophie, des clusters du métabolisme secondaire (Simon et al., 

2013). Pour identifier des régulateurs globaux agissant en amont de nos trois clusters favoris, nous 

avons initié des criblages par simple hybride. Cette méthode a permis d’identifier un FT candidat 

putativement impliqué dans le contrôle de Bcbot6. Cet acteur serait donc un régulateur de l’activateur 

majeur du botrydial. Cette approche pourrait nous permettre de remonter la voie de régulation pour la 

relier à des acteurs impliqués dans les voies de signalisation connues notamment celle du calcium 

(impliquant notamment BcBcg1, BcPlc1 et BcCrz1) et celle du stress oxydatif (impliquant BcSak1), 

toutes deux jouant sur la synthèse des phytotoxines (Schumacher, 2016b; Viaud et al., 2016). 

Effectivement, même si un effet direct du stress oxydatif n’a pas encore été démontré dans la 

régulation des clusters du métabolisme secondaire chez B. cinerea, la délétion d’acteurs impliqués 

dans la réponse à ce stress entraine la modulation de la production de botrydial et d’acide botcinique. 
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De plus, l’application de H2O2 entraine une légère surexpression de Bcbot2 (Cf. Chapitre I), ce qui 

suggère que ce signal pourrait stimuler la production de botrydial in planta. 

2. Le cluster BOA est-il régulé par la protéine NmrA-like BcBoa1 ? 

 En plus de Bcboa13, il est possible qu’un autre gène soit impliqué dans la régulation 

spécifique du cluster BOA. Il s’agit de Bcboa1 qui est prédit pour coder une protéine présentant un 

domaine NmrA. Chez F. fujikuroi, une telle protéine a un rôle positif sur des gènes du cluster de la 

bikavérine (Wiemann et al., 2009). L’analyse de l’expression des gènes Bcboa chez le ∆Bcboa1 n’a 

pour le moment pas permis de mettre en évidence de différence avec la souche sauvage ce qui ne 

suggère pas un rôle indispensable dans l’activation de l’expression. La présence d’un gène contenant 

un domaine NmrA est assez originale au sein du métabolisme secondaire. Chez B05.10, seul un autre 

cluster en contient un. Il s’agit de Bcbik4 du cluster de la bikavérine (l’homologue du gène de F. 

fujikuroi). Chez B05.10, ce cluster est non-fonctionnel tandis que chez d’autres souches, l’expression 

du cluster résulte en une coloration rose des colonies due à la présence de ce pigment (Schumacher et 

al., 2013). Des gènes ne se trouvant pas dans des clusters du métabolisme secondaire possèdent aussi 

des domaines NmrA (29 chez B05.10). Il sera donc d’intérêt de déterminer le rôle de BcBoa1 et de 

voir si la fonction définie pourrait être la même pour ces gènes. Nous émettons l’hypothèse que cette 

protéine pourrait être un senseur du statut redox de la cellule et que son action pourrait avoir un impact 

sur l’expression des gènes du cluster BOA. Ces suppositions sont basées sur le fait que la structure 

tertiaire de la protéine NmrA (sur laquelle le domaine NmrA est basé) forme un pli Rossman qui 

retrouvé chez les enzymes capables de lier le NAD(P). De façon intéressante, ce domaine est retrouvé 

chez plusieurs répresseurs transcriptionnels comme Gal80 chez S. cerevisiae, les CtBPs (C-terminal 

Binding Proteins) des Mammifères ou encore la déacétylase Sir2 (voir Wong et al. (2008) et les 

références citées dans cet article). Ainsi, il est possible que BcBoa1, en réponse à un changement du 

statut redox de la cellule, agisse par exemple en interagissant avec BcBoa13 pour réguler les gènes 

Bcboa. Ce type de régulation pourrait intervenir dans la réponse globale de la cellule au burst oxydatif 

in planta puisque la perturbation de la voie de réponse à ce stress entraine la modulation de la 
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production de botcinines (Segmuller et al., 2007; Schumacher, 2008a, 2008b; Michielse et al., 2011; 

Heller et al., 2012; Temme et al., 2012; Viaud et al., 2016). 

3. Rôle des éléments transposables dans l’évolution et l’expression des 

clusters du métabolisme secondaire 

 Chez B. cinerea mais également chez d’autres champignons filamenteux, certains clusters du 

métabolisme secondaire sont co-localisés au sein des génomes avec des éléments transposables actifs 

ou avec des copies inactivées par le RIP (Palmer and Keller, 2010; Porquier et al., 2016a). Il est 

possible que ces éléments soient impliqués dans l’évolution des clusters de différentes façons. La 

première repose sur le fait que les transposons sont des éléments répétés qui sont susceptibles 

d’intervenir dans des recombinaisons homologues. Ces phénomènes peuvent alors mener à des 

réarrangements chromosomiques qui peuvent altérer les clusters ou les diviser en plusieurs parties. 

Remarquablement, des gènes orthologues aux gènes Bcbot sont retrouvés co-localisés avec des 

orthologues des gènes Bcaba1 à Bcaba3 chez deux espèces de Colletotrichum (Hacquard et al., 2016; 

Porquier et al., 2016a). Les gènes Bcaba sont impliqués dans la production d’acide abscissique chez 

certaines souches de B. cinerea. La souche B05.10 possède ces gènes mais sa capacité à produire cette 

hormone n’a jamais été démontrée. Des éléments transposables sont présents de part et d’autres du 

cluster BOT et de Bcaba1 à Bcaba3 chez B05.10 et il est donc possible que les gènes Bcbot et Bcaba 

aient été séparés suite à l’action des transposons. En plus de ces phénomènes, les éléments 

transposables sont susceptibles d’entrainer des effets délétères sur les gènes, notamment en s’insérant 

au sein des séquences codantes ou au niveau d’éléments impliqués dans la régulation (e. g. sites de 

fixation des FTs). Une insertion d’éléments transposables à proximité de gènes peut aussi mener à la 

pseudogénisation suite à l’action du RIP. Il a été abordé dans le Chapitre II que la pseudogénisation 

de Bcboa15 et Bcboa16 pourrait résulter de ce phénomène. De même, chez B05.10, une partie du 

cluster de la bikavérine est intacte (Bcbik4 à Bcbik6) tandis que l’homologue de bik1 de F. fujikuroi est 

absent et que Bcbik2 et Bcbik3 semblent avoir subi une pseudogénisation (Schumacher et al., 2013). 

La pseudogénisation de Bcbik3 a par ailleurs été suggérée lors d’une recherche globale des 
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pseudogènes fongiques par van der Burgt et al. (2014). De façon intéressante, une copie d’élément 

transposable est présente au niveau du cluster BIK (Cf. Fig. 25 de l’Introduction générale), entre les 

gènes Bcbik3 et Bcbik4. Il est ainsi possible que l’insertion du transposon au sein du cluster ait 

entrainé des mutations de l’ADN par le RIP et que les gènes présents au niveau de ce locus (Bcbik1 à 

Bcbik3) aient subi des mutations délétères. En plus de ces hypothèses, il est probable que l’action des 

éléments transposables affecte la régulation des clusters au sein desquels ils s’insèrent par des 

mécanismes chromatiniens. Effectivement, les éléments transposables sont fréquemment mutés par le 

RIP. Chez N. crassa, il a été démontré que les séquences RIPées sont ciblées par l’histone 

méthyltransférase DIM-5, résultant in fine en la formation d’hétérochromatine à ces loci (Lewis et al., 

2009). 

4. Le métabolisme secondaire de B05.10 est-il régulé par la structure de la 

chromatine ? 

 Il est maintenant bien connu que les gènes impliqués dans le métabolisme secondaire fongique 

sont régulés par des mécanismes impliquant la structure de la chromatine (Keller et al., 2005; 

Brakhage, 2012). Chez B. cinerea, la caractérisation de la méthyltransférase putative BcLae1, qui est 

probablement impliquée dans le remodelage de la chromatine (Reyes-Dominguez et al., 2010), a 

démontré son rôle dans la régulation de plusieurs clusters du métabolisme secondaire (Schumacher, 

Simon, Kim C. Cohrs, et al., 2015). De plus, la mutation de Bcspt3, un membre du complexe SAGA 

(impliqué dans la modification des histones et responsable de l’activation de certains gènes du 

métabolisme secondaire chez A. nidulans (Nutzmann et al., 2011)) résulte en une pigmentation 

brun/jaune qui suggère une altération du métabolisme secondaire de B. cinerea (Giesbert et al., 2011). 

L’ensemble de ces résultats soulève donc la question du contrôle chromatinien du métabolisme 

secondaire chez l’agent de la pourriture grise. Pour tester cette hypothèse, deux types d’approches ont 

été initiées, l’une à l’échelle des nucléosomes, l’autre à l’échelle des histones (Cf. parties 5 et 6 ci-

dessous). 
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 Les marques déposées au niveau des histones par les modificateurs chromatiniens servent de 

signal pour le recrutement de complexes intervenant dans le remodelage de la chromatine (Olufemi 

and Bartholomew, 2013). L’action de ces complexes est dépendante de l’ATP et permet de diminuer 

les interactions entre les histones et l’ADN. Différents phénomènes comme l’éviction ou le 

déplacement des nucléosomes peuvent alors avoir lieu. Les promoteurs des gènes de ménage 

constitutivement exprimés ne contiennent pas de nucléosomes au niveau de leur promoteur tandis que 

d’autres gènes finement régulés ont tendance à être sous le contrôle de ces remodeleurs chromatiniens 

(Becker and Workman, 2013). Un des complexes connu et conservé entre les mammifères et les 

champignons est le complexe SWI/SNF (Dechassa et al., 2008). Il est recruté par l’acétylation des 

histones et son action permet de réguler 5% des gènes de la levure. Chez l’agent de la malaria, 

Plasmodium falciparum, il a été démontré qu’au cours du développement la structure chromatinienne 

(position des nucléosomes) change et permet la régulation d’un certain nombre de gènes (Ponts et al., 

2010). Il est probable que ce type de complexe intervienne notamment dans la régulation du 

métabolisme secondaire fongique (Palmer and Keller, 2010). Ainsi, dans le cadre d’une collaboration 

avec Nadia Ponts (Fusarium graminearum) et Isabelle Fudal (Leptosphaeria maculans), nous nous 

sommes intéressés à ce mécanisme putatif modulant l’accessibilité à l’ADN et avons initié des 

analyses par MAINEseq. Cette méthode implique l’utilisation d’une DNAse qui digère l’ADN se 

trouvant entre les nucléosomes mais qui n’affecte pas l’ADN intimement lié aux histones. Le 

séquençage de l’ADN restant à l’issue de l’action de la DNAse est par la suite séquencé, permettant 

ainsi le positionnement des nucléosomes sur le génome de référence. Nous avons utilisé cette 

technique chez B05.10 dans des conditions menant à une expression contrastée des clusters du 

métabolisme secondaire (milieu riche vs jus de raisin). De plus, dans le but d’étudier le rôle putatif de 

la modulation de la structure chromatinienne par BcLae1, nous avons utilisé le ∆Bclae1 pour nos 

analyses. Nous pensons qu’en fonction des conditions, il est possible que la position des nucléosomes 

soit modulée pour moduler l’accessibilité au niveau des gènes des clusters du métabolisme. Ces 

données de MAINEseq ont été couplées à des analyses d’expression par RNAseq afin de mettre en 

parallèle la localisation des nucléosomes et l’expression des différents gènes. L’analyse des différents 

résultats est actuellement en cours et devrait permettre d’obtenir à court terme des informations. 
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5. Régulation du métabolisme secondaire par la voie de l’hétérochromatine 

impliquant BcDim-5 et BcHp1 

 L’histone méthyltransférase DIM-5 et la protéine hétérochromatinienne HP1 sont 

généralement associées à la mise en place d’hétérochromatine et donc à un rôle répresseur de 

l’expression des gènes. Notamment, les marques générées par DIM5 (H3K9me3) sont généralement 

associées aux régions contenant des éléments transposables RIPés (Lewis et al., 2009). Etant donné 

que les clusters BOT et BOA contiennent ce type d’éléments, nous nous attendions à un contrôle 

négatif par la voie putative de l’hétérochromatine impliquant BcDim-5. Dans ce cas de figure, la 

délétion du gène aurait dû mener à l’observation d’une surexpression des gènes Bcbot et Bcboa chez 

les mutants ∆Bcdim-5 et ∆Bchp1. A l’inverse, la délétion de Bchp1 et a fortiori de Bcdim-5 semble 

mener à une sous-expression importante de Bcbot2 et une sous-expression modérée de Bcboa6 et 

Bcboa9. Certains de ces résultats ont également été observés lors de la caractérisation de Bcdim-5 par 

Zhang et al. (2016). Ces observations surprenantes restent à expliquer. Une analyse de la localisation 

des différentes marques sera primordiale car des phénomènes de compensation entre les marques 

H3K9me3 et H3K27me3 ont déjà été mis en évidence chez les champignons (Jamieson et al., 2016). 

Ces résultats sont originaux puisqu’à notre connaissance la délétion des orthologues de dim-5 chez 

divers organismes entraine un effet positif sur l’expression des gènes du métabolisme secondaire ou 

codant des effecteurs protéiques (Reyes-Dominguez et al., 2010; Chujo and Scott, 2014; Soyer et al., 

2014). En revanche, un effet négatif de la délétion de hp1 sur le métabolisme secondaire avait déjà été 

observé chez F. graminearum (Reyes-Dominguez et al., 2012). 

 A l’échelle globale du métabolisme secondaire chez B. cinerea, seul un nombre limité de 

clusters est présent au niveau de régions contenant des transposons et des portions riches en A+T. 

Ainsi, il serait intéressant de définir par ChIP si les marques présentes au niveau de ces régions sont 

les mêmes que celles présentes au sein des clusters qui ne présentent pas cet environnement 

génomique. De plus, il est probable que les régions qui ne contiennent pas de gènes impliqués dans le 

métabolisme secondaire, qui sont riches en A+T et qui contiennent des éléments transposables 

résultent elles-aussi du RIP. Certaines de ces régions ont été prédites comme étant les centromères des 



234 

 

différents chromosomes (van Kan et al., 2016). Là encore, il est possible que ces régions soient 

enrichies en H3K9me3 pour la formation d’hétérochromatine. Chez d’autres champignons, il a été 

démontré que les portions riches en A+T pouvaient contenir des gènes impliqués dans le pouvoir 

pathogène. C’est notamment le cas chez L. maculans brassicae. Ce champignon possède un génome 

contenant une alternance d’isochores GC (larges portions d’ADN contenant un ratio G+C/A+T 

équilibré) et d’isochores AT (larges portions d’ADN contenant un fort pourcentage en A+T) (Rouxel 

et al., 2011). Chez cet organisme, des gènes codant des effecteurs impliqués dans l’infection du colza 

sont localisés dans des isochores AT et sont sous le contrôle de LmDIM5 et LmHP1 (Soyer et al., 

2014). Le déplacement de plusieurs de ces gènes dans des isochores GC a mené à leur surexpression 

en conditions de croissance in vitro. Ces résultats suggèrent que la localisation des gènes est impliquée 

dans leur contrôle par LmDIM5 et LmHP1. Autrement, chez A. parasiticus, dans des conditions 

d’induction de l’expression des gènes du cluster de l’aflatoxine, le déplacement de deux gènes du 

cluster (ver-1 et nor-1) à d’autres loci du génome entraine une diminution de leur expression (Liang et 

al., 1997; Chiou et al., 2002). De plus, chez A. nidulans, le déplacement du gène aflR en dehors du 

cluster de la stérigmatocystine (entouré d’éléments transposables) le soustrait au contrôle par LaeA 

tandis que l’ajout d’un gène extérieur au cluster le place sous le contrôle de ce régulateur global (Bok, 

Noordermeer, et al., 2006). 

6. Régulation du métabolisme secondaire par la voie de l’hétérochromatine 

impliquant BcKmt6 

 En plus de la voie impliquant les H3K9me3, la triméthylation des H3K27 entraine la 

formation d’hétérochromatine dite « facultative ». Néanmoins, ce terme est à employer avec 

précautions puisque l’acquisition croissante des connaissances montre que l’hétérochromatine induite 

par la triméthylation des H3K9 est également dynamique et réversible (Reyes-Dominguez et al., 

2010). De façon intéressante, la voie de l’hétérochromatine impliquant l’histone méthyltransférase 

KMT6 (responsable des H3K27me3) n’est présente que chez certaines espèces fongiques comme 
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Fusarium graminearum (Connolly et al., 2013), Fusarium fujikuroi (Studt, Rösler, et al., 2016) ou 

Neurospora crassa (Jamieson et al., 2013) et absente notamment chez les Aspergilli. 

 Les résultats préliminaires de notre étude sur l’histone méthyltransférase Bckmt6 suggèrent 

que l’expression de Bcpks7 est sous le contrôle de la structure chromatinienne. Ce gène est 

effectivement surexprimé chez le ∆Bckmt6, ce qui suggère un rôle répresseur de la protéine chez la 

souche sauvage. Il est ainsi probable que le locus du cluster PKS7 contienne des marques H3K27me3 

qui permettent le maintien de la répression du cluster dans certaines conditions. 

 L’ensemble de ces observations semble donc confirmer une régulation du métabolisme 

secondaire par des mécanismes chromatiniens chez B. cinerea. En revanche, à l’inverse des autres 

champignons et d’après nos résultats préliminaires, le phénotype de B. cinerea n’est affecté par la 

délétion d’aucun des trois gènes Bcdim-5, Bchp1 ou Bckmt6. Il sera ainsi d’intérêt de poursuivre cette 

étude et de déterminer le rôle de ces modificateurs chromatiniens putatifs dans le cycle de vie de 

l’agent de la pourriture grise. De plus, d’autres marques (notamment des acétylations) sont 

probablement impliquées dans la régulation du métabolisme secondaire chez B. cinerea. La 

caractérisation d’autres modificateurs chromatiniens devra être réalisée pour approfondir les 

connaissances relatives à ce contrôle chromatinien. Finalement, il n’est pas à exclure que le 

métabolisme secondaire soit aussi régulé par la méthylation de l’ADN. Une étude a récemment mis en 

évidence chez B. cinerea le déclin de l’agressivité suite à des repiquages successifs in vitro (Breen et 

al., 2016). Les auteurs de cette étude suggèrent que ces observations étaient liées à la méthylation 

progressive d’un certain nombre de gènes dont certains appartiennent au métabolisme secondaire. Ce 

mécanisme est réversible puisque l’agressivité est restaurée suite à des inoculations sur Arabidopsis 

thaliana en parallèle de modifications du profil de méthylation de l’ADN.  

7. Existe-t-il un phénomène de TPE chez B. cinerea ? 

 Chez les Aspergilli, il a été supposé que les clusters du métabolisme secondaire fongiques sont 

préférentiellement localisés au niveau des subtélomères où ils sont sous le contrôle des modificateurs 

chromatiniens (Palmer et al., 2010; Galazka and Freitag, 2014). Notamment, le phénomène de TPE 
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(Telomere Position Effect) affecte l’expression des gènes présents au niveau de certains subtélomères 

chez différentes espèces (Palmer and Keller, 2010) et implique la protéine KU70. Il semblerait que les 

clusters chez B. cinerea ne sont pas préférentiellement positionnés dans ces régions particulières du 

génome ce qui est également le cas chez Sclerotinia sclerotiorum (Amselem et al., 2011). Il sera 

néanmoins intéressant de déterminer si les clusters qui sont dans ces régions (cinq à moins de 100 kb 

des télomères) sont plus sous un contrôle chromatinien que les autres clusters. Deux de nos clusters 

favoris sont positionnés sub-télomériquement. Il s’agit de BOA et de PKS7 qui sont respectivement 

localisés à des extrémités des chromosomes 1 et 10. Ces deux clusters présentent un profil 

d'expression différent. Alors que les gènes Bcboa s’expriment fortement dans de nombreuses 

conditions, le cluster PKS7 présente une expression relativement faible (Viaud et al., 2016 ; partie 4 

de l’Introduction générale). Il est possible qu’un mécanisme réprimant l’expression de gènes qui se 

trouvent au niveau des télomères existe chez B. cinerea mais qu’il soit à restreint à certains télomères 

(comme celui où est localisé le cluster PKS7). Néanmoins, d’après nos résultats, l’expression de 

Bcpks7 (comme celle des gènes Bcboa) n’est pas affectée par la délétion de Bcku70.  

8. Recherche des métabolites produits par B. cinerea 

 Avec les différentes études que nous avons menées, il apparait clairement que les approches 

moléculaires peuvent être utilisées afin de manipuler le champignon pour induire ou inhiber la 

production de métabolites. Par exemple, la surexpression du FT BcBoa13 semble induire une 

augmentation de la production de métabolites (actuellement en cours de vérification) qui affecte le 

phénotype initial. D’autre part, il semblerait que la délétion de régulateurs chromatiniens ait un rôle 

sur le contrôle de l’expression des clusters (positif ou négatif) et donc sur la production de métabolites 

secondaires. Ces observations sont intéressantes dans le cadre de la recherche des métabolites produit 

par l’agent de la pourriture grise. 

 La recherche des métabolites fongiques est active notamment dans le but d’identifier de 

nouvelles molécules d’intérêt industriel et médical. Néanmoins, un nombre important de clusters 

permettant la synthèse de ces métabolites est silencieux dans les conditions classiques de culture, ce 
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qui entraine la non production des métabolites. De nombreux efforts sont faits au sein de la 

communauté pour lever les verrous moléculaires qui permettent la synthèse de ces molécules. La plus 

simple des approches consiste à cultiver les champignons dans différents milieux et sous différentes 

conditions. Cette approche nommée OSMAC pour One Strain MAny Compounds, permet la 

stimulation de différents mécanismes moléculaires (faisant notamment intervenir des FTs globaux et 

des modificateurs chromatiniens) et permet la dérépression de certains clusters. Cette approche a 

notamment permis d’identifier les aspoquinolones A-D (alcaloïdes) chez A. nidulans (Scherlach and 

Hertweck, 2006). L’avantage de son utilisation repose sur le fait qu’elle ne nécessite pas la 

compréhension des mécanismes de régulation sous-jacents. A l’inverse, plusieurs approches visant à 

manipuler les mécanismes de régulation ont été mises en place et ont permis l’identification de 

nouveaux métabolites. Une de ces stratégies repose sur la modification des FTs spécifiques putatifs 

des clusters. Ainsi, le remplacement du promoteur du gène afoA chez A. nidulans par un promoteur 

inductible a permis l’isolation et l’identification de l’asperfuranone (Chiang et al., 2009). Chez cet 

organisme, l’insertion de copies ectopiques du gène apdR sous le contrôle d’un promoteur inductible a 

également mené à l’induction de l’expression des gènes d’un cluster et a permis la découverte de deux 

métabolites cytotoxiques : les apyridones A et B (Bergmann et al., 2007). D’autres stratégies 

consistent à jouer sur les modificateurs chromatiniens afin de lever la répression de l’expression de 

clusters du métabolisme secondaire. Ceci peut être réalisé en utilisant des produits chimiques inhibant 

l’activité de certains modificateurs chromatiniens. Par exemple, l'utilisation d'un inhibiteur de HDAC 

(SAHA) a mené à la production de perylenequinones complexes comme les cladochromes ou la 

calphostine B (Williams et al., 2008). Finalement, la délétion des gènes codant des modificateurs 

chromatiniens est une méthode efficace pour la recherche de nouveaux métabolites. La délétion de 

cclA chez A. nidulans a permis l’identifiation d’un cluster impliqué dans la production de 

monodictyphénone et d’émodine (Bok et al., 2009). 

 D’après les données génomiques disponibles, la souche sauvage B05.10 de B. cinerea a le 

potentiel pour produire une quarantaine de métabolites (Amselem et al., 2011; van Kan et al., 2016; 

Viaud et al., 2016). Jusqu’ici, seul un faible nombre de ces métabolites (une dizaine) a été isolé et 
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caractérisé. Les métabolites produits par cet organisme sont donc largement sous-étudiés. Il serait par 

conséquent intéressant d’utiliser les méthodes présentées ci-dessus dans le cadre du genome mining 

pour identifier de nouveaux métabolites. Dans cette optique, nous allons initier des analyses 

métaboliques, en collaboration avec Jamal Ouazzani et Emilie Adelin de l’Institut de Chimie des 

Substances Naturelles de Gif sur Yvette, chez les ∆Bcdim-5, ∆Bchp1 et ∆Bckmt6. Ces analyses 

s’inscrivent dans le cadre d’un projet ANR (HerbiFun 2017-2020) mené par Muriel Viaud en 

partenariat avec différentes équipes de BIOGER. Ce projet vise à identifier des molécules herbicides 

avec un nouveau mode d’action. Le travail présenté dans ce manuscrit va donc servir de base à un 

projet à plus long terme et pouvant aboutir à une utilisation pratique. 

9. Rôle biologique de BOT et BOA chez B. cinerea 

 Plusieurs études ont déjà démontré le rôle phytotoxique du botrydial et de l’acide botcinique. 

Néanmoins, les clusters qui permettent leur synthèse ne sont pas exprimés uniquement en conditions 

d’infection mais présentent plutôt une expression importante dans de nombreuses conditions. Ces 

observations suggèrent ainsi un rôle plus large de ces métabolites. De plus, des informations récentes 

suggèrent que ces métabolites pourraient intervenir d’autres interactions biotiques. Notamment, une 

étude de Malmierca et al. (2016) semble indiquer que le botrydial et les botcinines sont impliqués dans 

la modulation de l’expression de gènes du métabolisme secondaire lors de l’interaction avec 

Trichoderma arundinaceum. Plusieurs rapports suggèrent également le rôle antibactérien et 

antifongique des botryanes (Fehlhaber et al., 1974; Durán-Patrón et al., 1999 ; Pieckenstain, 17
ème

 

symposium international sur Botrytis au Chili, 2016). De même, les botcinines ont une activité 

antifongique envers M. oryzae (Tani et al., 2005). Ces différents métabolites semblent donc intervenir 

dans plusieurs phases de vie de l’agent de la pourriture grise. Ceci pourrait expliquer le fait que les 

gènes qui permettent leur synthèse sont exprimés dans de nombreuses conditions. A l’inverse, certains 

métabolites sont susceptibles d’intervenir dans des phases précises du cycle de vie de B. cinerea. Nous 

savons notamment que plusieurs clusters sont exprimés dans les apothécies chez B05.10, alors que 

leur expression est nulle lors de l’infection ou en conditions de croissance in vitro (Jan van Kan, 
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communication personnelle). Dans les apothécies, les clusters BOT et BOA sont éteints. Il serait donc 

intéressant de comparer les mécanismes de régulation de ces différents clusters, notamment en ce qui 

concerne la régulation chromatinienne pour voir si les mêmes acteurs ou les mêmes marques sont 

impliqués.  

 En plus des deux phytotoxines déjà identifiées, il est probable que B. cinerea produise d’autres 

molécules impliquées dans son pouvoir pathogène. Néanmoins, le rôle redondant des différents 

métabolites pourrait entrainer un problème pour la caractérisation et empêcher l’observation d’une 

différence d’agressivité des mutants par rapport à la souche sauvage. Pour contourner ces obstacles, 

une des approches consiste à isoler le métabolite produit à partir d’un gène ou d’un cluster et d’étudier 

l’effet de son application directement sur plante. Dans cette optique, l’isolation du métabolite putatif 

produit par BcPks7 pourrait mener à l’identification d’un nouveau facteur de virulence chez B. 

cinerea. Finalement, certains clusters du métabolisme secondaire s’expriment principalement ou 

même uniquement lors de l’infection (Kelloniemi et al., 2015 ; Jan van Kan, communication 

personnelle). La recherche des métabolites associés aux clusters est particulièrement prometteuse pour 

l’identification de nouvelles phytotoxines. 

10.  Le métabolisme secondaire : une cible d’intérêt pour le contrôle des 

champignons 

 Les données fournies par la littérature ainsi que celles présentées dans le cadre de ce travail de 

thèse illustrent la complexité des mécanismes qui gouvernent l’expression du métabolisme secondaire 

chez les champignons. La progression dans la compréhension de ces mécanismes est particulièrement 

importante pour l’Homme puisque les champignons sont (i) des producteurs d’envergure de molécules 

utilisées quotidiennement dans l’industrie ou la médecine et (ii) de grands ravageurs des cultures mais 

aussi des agents pathogènes de l’Homme. Pour le premier point, il est intéressant de maitriser les 

mécanismes de régulation des métabolites secondaires pour amener les champignons à produire à 

grande échelle les molécules désirées mais aussi dans le cadre de la recherche de nouveaux 

métabolites qui pourraient être exploités. En ce qui concerne le second point, l’établissement de 
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méthodes de lutte contre les champignons pathogènes est envisageable à partir des connaissances 

acquises sur la régulation du métabolisme secondaire. Ces dernières pourraient ainsi être utilisées dans 

le cadre de cribles afin de déterminer les signaux environnementaux qui gouvernent la production des 

métabolites secondaires (par exemple pendant les phases de stockage des denrées pour les 

champignons phytopathogènes) et d’essayer de les contrôler. De plus, les régulateurs spécifiques et 

globaux du métabolisme secondaire sont des cibles intéressantes pour la recherche de nouveaux 

produits anti-fongiques, d’autant plus que les protéines du complexe Velvet et les FTs de type 

Zn(II)2Cys6 sont spécifiques aux champignons. 

 Pour B. cinerea qui affecte plusieurs centaines d’espèces végétales au champ mais aussi dans 

les serres ou dans les phases de stockage (e. g. chambre froide), les études présentées dans ce 

manuscrit pourraient ouvrir des pistes intéressantes pour le contrôle du champignon. En effet, les FTs 

spécifiques régulant la synthèse des deux phytotoxines majeures ont été caractérisés et leur contrôle 

pourrait limiter la production de botrydial et d’acide botcinique. De plus, nos résultats suggèrent un 

contrôle chromatinien du métabolisme secondaire chez B. cinerea. Ils permettent donc d’envisager 

l’identification des signaux agissant en amont des modificateurs chromatiniens dans le but de contrôler 

de manière globale la production de molécules phytotoxiques chez l’agent de la pourriture grise. 
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Cultures des souches de Botrytis cinerea 

 La souche modèle de Botrytis cinerea Pers.: Fr. B05.10 (Quidde et al., 1998) a été utilisée 

dans le cadre des études présentées pour la délétion des différents gènes. La délétion de Bcboa1 a été 

entreprise dans cette même souche dans laquelle le gène Bcku70 a été inactivé  (Choquer et al., 2008). 

Pour la culture standard des différents individus, le milieu riche ML a été utilisé (20 g/L malt extract, 5 

g/L yeast extract et 15 g/L agar) et supplémenté pour les transformants correspondants avec de 

l’hygromycine B (Sigma-Aldrich ; 100 µg/mL) ou de la nourséothricine (Werner Bioagents ; 80 

µg/mL). Les cultures standard en boites de Pétri ont été réalisées en chambre de culture (21°C avec 

une alternance de 12 h de lumière blanche et 12 h d’obscurité).  

 Pour les analyses d’expression, les souches ont été cultivées sur un milieu jus de raisin solide 

(JDR ; 15 g/L agar et pH ajusté à 4) recouvert d’une feuille de cellophane. Les boites de Pétri ont 

ensuite été incubées dans une enceinte climatique (Sanyo MLR-350H) à 23°C avec une alternance de 

14 h d’obscurité et 10 h de lumière (néons OSRAM L 36W/640). 

Le milieu MMII (aussi appelé MMII(NO3)) ainsi que le milieu MMII(NH4) ont également été utilisé. 

Pour plus d’informations, voir la partie Material and methods du Chapitre I.  

Bioinformatique 

 Le génome sans gap de la souche B05.10 de B. cinerea disponible au sein de la base de 

données EnsemblFungi (van Kan et al., 2016) a été utilisé pour les analyses bioinformatiques. La 

structure bipartite (isochore-like) a été déterminée pour l’ensemble des chromosomes en utilisant le 

programme GC-profile (Gao et Zhang, 2006). Les paramètres suivants (pour détecter les isochores 

dans les génomes Eucaryotes) ont été utilisés : taille minimum = 3000 pb, paramètre d’interruption = 

100, taille des gap < 1 % de la taille du chromosome. 

 L’annotation des transposons du génome de B. cinerea a été effectuée dans Porquier et al. 

(2016) (Chapitre I). Pour déterminer une action du RIP sur des régions d’intérêt, l’alignement de 

certains TEs avec leur TE consensus a été utilisé pour déterminer le taux de transitions/transversions 
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avec RIPCAL (Hane et Oliver, 2008). Toutes les mutations possiblement induites par le RIP (CA-

>TA, CT->TT, CC->TC, CG->TG et leur complément inverse) ont été calculées. De plus, les indices 

de RIP ont été calculés au niveau des régions 0 - 88 100 pb du BCIN01 et 0 - 30 100 du BCIN10 avec 

des fenêtres glissantes de 500 nt et des recouvrements de 400 nt. Les calculs correspondant aux 

conversions CA->TA et CT-> TT (et leur complément inverse TG->TA et AG->AA) sont les 

suivants : RIP_CA=TA/(CA+TG) et RIP_CT=(TT+AA)/(CT+AG), selon Hane et Oliver (2008). Le 

pourcentage en G+C a été calculé selon les mêmes fenêtres glissantes.  

 Les signaux de localisation nucléaire (NLS) ont été prédits avec WOLF pSORT 

(http://www.genscript.com/wolf-psort.html). Les domaines protéiques ont été prédits avec PFAM 

(http://pfam.xfam.org/), InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search) ou 

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1).  

Méthodes moléculaires standards 

 Toutes les amorces utilisées dans cette étude sont présentées dans le Tableau Annexe 1. 

L’ADN génomique fongique a été extrait en utilisant la méthode basée sur un tampon au sarcosyl 

précédemment utilisée dans Dalmais et al. (2011). Pour les PCR de vérification, l’enzyme Mytaq 

polymerase (Bioline) a été utilisée selon les instructions du fournisseur. Pour les étapes de clonage, 

l’enzyme haute-fidélité Accuzyme polymerase (Bioline) a été utilisée selon les instructions du 

fournisseur. Pour les vérifications par Southern blot, l’ADN génomique des différentes souches a été 

digéré en utilisant l’enzyme de restriction ClaI. Les fragments génomiques ont par la suite été séparés 

sur un gel d’agarose 0,8 % et transférés sur une membrane chargée positivement (Biodyne B (positive) 

TM membrane ; MPbio). L’hybridation a ensuite été réalisée en utilisant le kit de marquage et de 

détection DIG (sonde froide) (Roche) selon les instructions du fournisseur. Alternativement, une 

hybridation avec des sondes radioactives marquées au 
32

P a été réalisée. Les amorces utilisées pour les 

différentes sondes sont indiquées dans la légende des différentes figures. 
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Croisements des souches 

 Le croisement des mutants délétés dans la souche sauvage B05.10 (Mat1-1) a été réalisé avec 

la souche sauvage SAS405 compatible (Mat1-2). Pour cela, les différents individus ont été inoculés 

sur des boites contenant du ML. Ces boites ont ensuite été incubées pendant un mois dans l’obscurité 

totale à 21°C. Par la suite, ces mêmes boites ont été incubées à 1°C pendant un mois supplémentaire. 

Les sclérotes et les microconidies formées ont été récupérées et lavées à l’eau stérile. Pour chaque 

croisement, les sclérotes du premier individu ont été placées dans des Erlens dans lesquels les 

microconidies du second individu ont été ajoutées. Le croisement inverse (sclérotes du second 

individu avec les microconidies du premier individu) a également été réalisé. Les Erlens ont ensuite 

été placés deux semaines à l’obscurité à 12°C puis à la lumière de deux lampes (OSRAM L36W/640 

(Cool White) et 36W/76 (Natura)). Après plusieurs semaines, les stipes puis les apothécies se forment. 

Après le brunissement des apothécies, les ascoscospores ont été récupérées et diluées dans l’eau stérile 

puis étalées sur boite pour la récupération. 

Analyses par qRT-PCR 

 L’extraction des ARN (sans ADN) a été réalisée à partir des différentes cultures comme dans 

Simon et al. (2013). Les ADNc ont été obtenus à partir de 1 µg d’ARN par rétro-transcription en 

utilisant la transcriptase inverse M-MLV (Invitrogen) comme dans Porquier et al. (2016). Les 

réactions de RT-qPCR ont été réalisées sur les échantillons d’ADNc dilués au 1/10
ème

 et utilisant le 

mix MESA Green qPCR Mastermix Plus for SYBR Assay (Eurogentech) et le système de détection 

CFX96 Touch real-time PCR (Bio-Rad). Les amorces utilisées (200 nM) sont listées dans le Tableau 

Annexe 1. L’absence de contamination par de l’ADN génomique a été vérifiée sur les ADNc dilués et 

l’absence de contaminants dans l’eau a été vérifiée pour chaque expérimentation. Le programme de 

RT-qPCR consiste en une étape de dénaturation initiale de 5 min à 95°C suivie par 40 cycles de 15 s 

de dénaturation et de 1 min d’hybridation / extension à 60 °C. L’analyse des courbes de fusion 

(augmentation de 0,1°C/min) des produits finaux a confirmé l’absence de contamination et de dimères 

d’amorces. Les données ont été analysées avec le logiciel CFX Manager (Bio-Rad). L’efficacité des 
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couples d’amorces a été testée sur un mélange d’ADNc et s’est avérée  supérieure à 90 %. Le niveau 

d’expression des gènes a été calculé comme le ratio de l’expression entre le gène d’intérêt et le gène 

constitutivement exprimé BcactA selon la méthode du 2
-∆Ct

 ou 2
-∆∆Ct 

(Livak et Schmittgen, 2001). 

Tests d’agressivité 

 Pour tester le pouvoir pathogène des transformants, des feuilles détachées de haricots 

(Phaseolus vulgaris cv. Caruso) (cultivés en enceinte climatique) ont été inoculées avec des implants 

(plugs) de jeune mycélium (3 j sur ML). Alternativement, des suspensions de conidies calibrées à 10
5
 

conidies/ml ont été préparées dans du tampon saccharose phosphate (10 mM saccharose, 10 mM 

KH2PO4). 10 µl de ces suspensions ont été utilisés pour induire l’infection. Les feuilles ont ensuite été 

placées dans des boites plastiques contenant un papier mouillé pour maintenir une atmosphère humide. 

Les boites ont été placées dans des enceintes climatiques à 75 % d’hygrométrie avec une alternance de 

16 h de lumière blanche à 22°C et 8 h d’obscurité à 18°C. 

Etude de localisation 

 Les études de localisation effectuées avec le transformant OE:Bcboa13 ont été réalisées de la 

même façon que dans Porquier et al. (2016a) (Cf. Material and methods du Chapitre I). 

Construction des mutants 

 La délétion des différents gènes a été réalisée en utilisant le système de recombinaison 

homologue de B. cinerea (Levis et al., 1997). Pour cela, les parties flanquantes 5’ et 3’ des régions à 

inactiver ont été amplifiées par PCR avec des amorces contenant des queues chevauchantes utiles pour 

la suite du protocole. Les amorces utilisées pour amplifier ces parties sont présentées dans le Tableau 

MM.1. En parallèle, les cassettes de résistance utilisées ont été amplifiées. Ces cassettes sont : 

PtrpC:hph présente dans le pCSN44 pour la résistance à l’hygromycine, PoliC:nat1 du pNR1 et 

PtrpC:nat1 du pNDN-OGG pour la résistance à la nourséothricine (Schumacher, 2012). Les parties 

flanquantes 5’ et 3’ des différentes régions à inactiver ont par la suite été fusionnées de part et d’autre 
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de la cassette de résistance souhaitée par la transformation de la souche FY834 de S. cerevisiae. Le 

système de recombinaison homologue de cet organisme permet la fusion des différentes constructions 

grâce aux queues chevauchantes des amorces. Par la suite, la cassette de délétion est amplifiée par 

PCR à partir de l’ADN de levure. Quand cela est indiqué, l’amplification de la cassette de délétion a 

été réalisée en deux parties qui ont été utilisées pour transformer B. cinerea par la technique du split 

marker (Catlett et al., 2003). Pour les constructions les plus grandes, les plasmides ont été extraits des 

levures et ont été utilisés pour transformer des bactéries. Ces plasmides ont par la suite été extraits et 

utilisés (après digestion dans certains cas) pour transformer B. cinerea. La transformation de B. 

cinerea a été réalisée de la même façon que dans Porquier et al. (2016). 
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Tableau MM.1. Informations sur la stratégie de construction des différents mutants. 

Transformant Annotation 
Souche 
réceptrice 

Partie flanquante 5' Partie flanquante 3' Cassette de résistance 

   
Taille Amorces Taille Amorces Promoteur:gène Taille Amorces 

∆Bcboa1 Bcin01g00010 ∆Bcku70 930 AP40/AP41 471 AP42/AP43 PoliC:nat1 1420 K7 Nat1 fwd/K7 Nat1 rev 

∆Bcboa13 Bcin01g00130 B05.10 1131 HS-5f-bcboa13/HS-5r-bcboa13 1063 HS-3f-bcboa13/HS-3r-bcboa13 PtrpC:hph 1447 hphF/hphR 

∆Bcboa15 Bcin01g00140 B05.10 780 AP122/AP123 517 AP124/AP125 PtrpC:nat1 926 AP Nat1 pNDN F/AP Nat1 pNDN R 

∆Bcdim-5 Bcin11g02360 B05.10 517 AP76/AP77 884 AP78/AP79 PtrpC:nat1 926 AP Nat1 pNDN F/AP Nat1 pNDN R 

∆Bchp1 Bcin13g05340 B05.10 464 AP11.2/AP12.2 902 AP13/AP14 PtrpC:hph 1447 hphF/hphR 

∆Bckmt6 Bcin06g04490 B05.10 727 AP83bis/AP84 441 AP85/AP86 PtrpC:hph 1447 hphF/hphR 

∆Bcpks7 Bcin10g00030 B05.10 995 pb_pks7_5f/pb_pks7_5r 1001 pb_pks7_3f/pb_pks7_3r PtrpC:hph 1447 hphF/hphR 
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Extraction des métabolites de B. cinerea 

 Pour la recherche du métabolite putativement produit par BcPks7, les souches B05.10 et 

∆Bcpks7 ont été cultivés sur ML ou ML supplémenté en hygromycine sur dix boites de Pétri (diamètre 

55 mm) par souche. Après 7 jours de culture à 23°C avec une alternance de 12 h de lumière et 12 h 

d’obscurité, le mycélium des différents individus a été collecté et utilisé pour ensemencer 1 litre de 

milieu Siesler liquide (2g/l KH2PO4, 1,5 g/l K2HPO4, 1 g/l (NH4)2SO4, 0,5 g/l MgSO4, 7H2O, 10 g/l 

glucose, 2 g/l yeast extract). Après 2 j de culture sous agitation dans les mêmes conditions de culture 

que celles utilisées pour la culture sur boite, le mycélium a été récupéré par filtration. La moitié de la 

biomasse a été utilisée pour ensemencer un nouveau litre de milieu liquide (Siesler carencé en azote, 

sans ajout de (NH4)2SO4 et yeast extract). Après deux nouveaux jours de culture, le surnageant a été 

récupéré par centrifugation. 

 Ce dernier a ensuite été extrait à l’acétate d’éthyle (V/V) et les phases organiques séchées sur 

sulfate de magnésium puis concentrées à l’évaporateur rotatif. Les extraits bruts obtenus (5 et 15 mg 

pour B05.10 et ∆Bcpks7 respectivement) sont analysés par LC/MS (colonne Zorbax Eclipse XDB 

Phenyl 100 x 1 mm, 3,5 µm éluée avec un gradient H2O-CH3CN de 75/15 à 90/10 en 50 min en 

présence de 0,1 % de TFA, et couplée à un spectromètre de masse Quadrupole-Time of flight (Q-TOF 

pulsar i, Applied Biosystems, France) équipé d’une source electrospray (ESI). Les ions ont été 

détectés dans une gamme m/z 120 à m/z 1200. Une comparaison des profils métaboliques obtenus pour 

les souches sauvage et le ∆Bcpks7 a été réalisée grâce à l’interface XCMS online 

(https://xcmsonline.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage, méthode : Pairwise job) 

(Tautenhahn et al., 2012). 

Mise en place du système rapporteur GFP 

 Les différentes constructions ont été générées en amplifiant les différentes parties du pBcboa9 

avec les amorces indiquées dans la Tableau Annexe 1. Ces constructions ont par la suite été insérées 

dans le pNDN-OGG (Schumacher, 2012) linéarisé avec NcoI. Ces vecteurs ont ensuite été extraits des 
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levures et linéarisés avec SacII et utilisés pour transformer B. cinerea au locus BcniaD grâce aux 

séquences flanquantes du pNDN-OGG. 

Simple hybride 

 Les clonages pour les analyses par simple hybride ont été réalisés de la même façon que dans 

Simon et al. (2013) en utilisant les amorces et les enzymes présentées dans le Tableau MM.2. 

L’absence de mutation lors de l’amplification a été confirmée par séquençage. 

Tableau MM.2. Amorces et enzymes utilisées pour la construction des promoteurs pour le simple 

hybride. 

Construction 
Amorces pour amplification 

promoteur 

Enzymes pour 

intégration au pINT-

HIS3 

Enzymes pour 

intégration dans génome 

de levure 

pBcboa6 T1 pBcboa6 F / pBcboa6 R NotI / AvrII NcoI / ScaI 

 T2 AP181 / AP182 NotI / SpeI NcoI / ScaI 

pBcboa9 T1 AP57 / AP59 NotI / SpeI NcoI / HpaI 

 T2 AP58 / AP59 NotI / SpeI NcoI / HpaI 

 T3 AP58 / AP60 NotI / SpeI NcoI / HpaI 

 T4 AP57 / AP80 NotI / SpeI NcoI / HpaI 

 T5 AP57 / AP81 NotI / SpeI NcoI / HpaI 

 T6 AP172 / AP173 NotI / SpeI NcoI / SacI 

 T7 AP179 / AP180 NotI / SpeI NcoI / SacI 

pBcboa13 T1 AP92 / AP93 NotI / AvrII NcoI / SacI 

 T2 AP94 / AP95 NotI / AvrII NcoI / SacI 

 T3 AP96 / AP97 NotI / AvrII NcoI / SacI 

 T4 AP98 / AP99 NotI / AvrII NcoI / SacI 

 T5 AP100 / AP101 NotI / AvrII NcoI / SacI 

pBcbot6 T1 AP132 / AP133 NotI / SpeI NcoI / SacI 

 T2 AP134 / AP135 NotI / SpeI NcoI / SacI 

 T3 AP136 / AP137 NotI / SpeI NcoI / SacI 

 T4 AP138 / AP139 NotI / SpeI NcoI / SacI 

pBcpks7 T1 AP103 / AP104 NotI / AvrII NcoI / SacI 

 T2 AP105.1 / AP105.2 NotI / AvrII NcoI / SacI 

 T3 AP106 / AP107 NotI / AvrII NcoI / SacI 

 T4 AP108 / AP109 NotI / AvrII NcoI / SacI 

 T5 AP110 / AP111 NotI / AvrII NcoI / SacI 
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 Les versions du FT BcBoa13 (totalité ou uniquement la région comprenant le domaine de 

liaison à l’ADN) ont été clonés en amplifiant les régions désirées sur de l’ADNc en utilisant 

respectivement les amorces AS889/AP61et AS889/AS890. Les amplicons ont par la suite été digérés 

avec PciI et BamHI et ligués au pACT2st digéré NcoI/BamHI. Les plasmides ont par la suite servis 

pour la transformation de bactéries et ont été extraits. L’absence de mutation a été vérifiée par 

séquençage.  
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Tableau Annexe 1. Liste des amorces utilisées pour les différentes études. 

Nom Séquence Utilisation 

AC-HphF-verif2 GTCCGAGGGCAAAGGAATAG vérifications diverses 

Ac-PKS6qF CAGCAATCGTTGTCCTGAAATC qPCR Bcboa6 

Ac-PKS6qR GTTTATCGCGTTCTTCACCTGTTA qPCR Bcboa6 

AP100_pboa13 5 F TACCGCGGCCGCACTATACACATCAGGAAT clonage pBcboa13 T5 

AP101_pboa13 5 R TAGACCTAGGGGAAAATATTACTATCCG clonage pBcboa13 T5 

AP103_ppks7 1 F TACCGCGGCCGCTCGCCTCATAGATACATA clonage pBcpks7 T1 

AP104_ppks7 1 R TAGACCTAGGCCAAAGTTATGGTGTGCC clonage pBcpks7 T1 

AP105.1_ppks7 2 F TACCGCGGCCGCCACCTGCGCTGAATATCA clonage pBcpks7 T2 

AP105.2_ppks7 2 R TAGACCTAGGGTTAAAAATGAAAAGGTA clonage pBcpks7 T2 

AP106_ppks7 3 F TACCGCGGCCGCTCTTTCGTTACTATATGC clonage pBcpks7 T3 

AP107_ppks7 3 R TAGACCTAGGCACAGTTATCCCTTATCT clonage pBcpks7 T3 

AP108_ppks7 4 F TACCGCGGCCGCCAATTCAAATTCAGGTTT clonage pBcpks7 T4 

AP109_ppks7 4 R TAGACCTAGGATCCATTCTAGTATCTAT clonage pBcpks7 T4 

AP11.2 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGCTGACAGATTCCAAACCACAGG Génération / vérification délétion Bchp1 

AP110_ppks7 5 F TACCGCGGCCGCATTCATTCCAGATAGATT clonage pBcpks7 T5 

AP111_ppks7 5 R TAGACCTAGGTAAAGCAATATGTAGCAT clonage pBcpks7 T5 

AP12.2 CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACTGTTGCGACTGAGCTTTAAATATG Génération / vérification délétion Bchp1 

AP121_verif insertion 5' boa1 GCACGGGCATTGTTTTG Génération / vérification délétion Bcboa1 

AP122_5'F boa15 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGAACTCTTTGGATTCGCTTTACACC Génération / vérification délétion Bcboa15 

AP123_5'R boa15 GAGCATGCCCTGCCCCTGAGCCCCTTCCCGCCATTTAGAT Génération / vérification délétion Bcboa15 

AP124_3'F boa15 AATGCTCCTTCAATATCACTCATGCGTAAGGAGTCAGC Génération / vérification délétion Bcboa15 

AP125_3'R boa15 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTTTAAATTCAAGGCCGATGGTG Génération / vérification délétion Bcboa15 

AP127_verif 3' GATATAGGTCTTCCCCGAGTTCC Génération / vérification délétion Bcboa15 

AP128_boa15 Stop TCATCCACGCTGTCGCTCTTCC Génération / vérification délétion Bcboa15 

AP129_boa15 Start ATGCAGGCCTTCTATCTTGACTC Génération / vérification délétion Bcboa15 

AP13 ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACTTTTTCTTTGATTGGCACCTAA Génération / vérification délétion Bchp1 

AP132_pbot6 1F TACCGCGGCCGCTTCAGCCCCACTACAGAG clonage pBcbot6 T1 

AP133_pbot6 1R TAGAACTAGTTACCTGGCCGATTTTGAA clonage pBcbot6 T1 

AP134_pbot6 2F TACCGCGGCCGCGGGTTCAACAAAATATTA clonage pBcbot6 T2 



276 

 

AP135_pbot6 2R TAGAACTAGTGGCCACAATGTAGAGAAC clonage pBcbot6 T2 

AP136_pbot6 3F TACCGCGGCCGCTAGTCTATGTCACTTTGA clonage pBcbot6 T3 

AP137_pbot6 3R TAGAACTAGTGTCAGCAACAGTGCTGGT clonage pBcbot6 T3 

AP138_pbot6 4F TACCGCGGCCGCTTTTCTAATTATTCATCT clonage pBcbot6 T4 

AP139_pbot6 4R TAGAACTAGTTCTCCAAGATCACATGAA clonage pBcbot6 T4 

AP14 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCCAGAATCGCCTTAGCCTTT Génération / vérification délétion Bchp1 

AP172_motif_Ypboa9_1_F TACCGCGGCCGCAATCGGAATCCGATGTAATCGGAATCCGATGTAATCGGAATCCGATGTACTAGTTCTA clonage pBcboa9 T6 

AP173_motif_Ypboa9_1_R TAGAACTAGTACATCGGATTCCGATTACATCGGATTCCGATTACATCGGATTCCGATTGCGGCCGCGGTA clonage pBcboa9 T6 

AP179_motif_Ypboa9_2_F TACCGCGGCCGCGAACGGAAACCGAGGAGAACGGAAACCGAGGAGAACGGAAACCGAGGAACTAGTTCTA clonage pBcboa9 T7 

AP180_motif_Ypboa9_2_R TAGAACTAGTTCCTCGGTTTCCGTTCTCCTCGGTTTCCGTTCTCCTCGGTTTCCGTTCGCGGCCGCGGTA clonage pBcboa9 T7 

AP181_motif_Ypboa6_F TACCGCGGCCGCACTCGGATCCCGTGAACTCGGATCCCGTGAACTCGGATCCCGTGAACTAGTTCTA clonage pBcboa6 T2 

AP182_motif_Ypboa6_R TAGAACTAGTTCACGGGATCCGAGTTCACGGGATCCGAGTTCACGGGATCCGAGTGCGGCCGCGGTA clonage pBcboa6 T2 

AP19 TTCTTTTGCCACGGATCAGTAAC Génération / vérification délétion Bchp1 

AP2 TGGAGGCAGTGGCAAGTC Génération / vérification délétion Bcdim-5 

AP20 ATGGGAATCTAGCTGGAGTGTATC Génération / vérification délétion Bchp1 

AP3 TCTCCAATGCAAACGAATACC Génération / vérification délétion Bcdim-5 

AP35 GGAGGTTTTTGTGGTCTGTT Génération / vérification délétion Bcboa13 

AP40 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGCCCCTCATACCTCGGAAGAA Génération / vérification délétion Bcboa1 

AP41 GGGAATGCGGCTCTACAGGTATCTCCCTTTGTAAGTTGG Génération / vérification délétion Bcboa1 

AP42 CCTGAGCGGCCTGCAGGTCCAGACGGGAACTTAGAGT Génération / vérification délétion Bcboa1 

AP43 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCCGCTTGACATTTCGACTTTGAA Génération / vérification délétion Bcboa1 

AP48 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGACGCGTACCCTCTGATGTTA Génération / vérification délétion OE:Bcpks7 

AP49 ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACATTTCGAATGGTAATTTGAATCTTTAG Génération / vérification délétion OE:Bcpks7 

AP50 CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACTGCAGCTGTGGAGCCGCATTCCC Génération / vérification délétion OE:Bcpks7 

AP51 TCAACTCCATCACATCACAATCGATCCAAATGAAGCACAGAGCAAGTGATTC Génération / vérification délétion OE:Bcpks7 

AP52 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGAGTATCCAGCGCATTCTATAGC Génération / vérification délétion OE:Bcpks7 

AP53 GTGCCCCTTTGTTCTGTGGTGTAA Génération / vérification délétion OE:Bcpks7 

AP57 TACCGCGGCCGCAGACACAATTAAAACACC clonage pBcboa9 T1, T4 et T5 

AP58 TACCGCGGCCGCAAAGCTGCCCGTGCTCTC clonage pBcboa9 T2 et T3 

AP59 TAGAACTAGTTTATGATAATTGCAATAG clonage pBcboa9 T1 et T2 

AP60 TAGAACTAGTCATCGTCTCTACATAAAG clonage pBcboa9 T3 

AP61 TTCGGATCCTCAGATCTTGACCCGCTT clonage BcBoa13 
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AP62 GATGCAGCCGGGTGATATAAG qPCR Bcboa13 

AP63 TGCAACCCCTCTTCGATACC qPCR Bcboa13 

AP64 CTAAGCTCCGGATCCGTGTATC qPCR Bcboa1 

AP65 TTGAGGCCATCTTCTACCGTAAG qPCR Bcboa1 

AP66 CGATGGTGGAAGCAATCAAA qPCR Bcboa12 

AP67 GCAAATTATCCACCAGCTTGGT qPCR Bcboa12 

AP68 GTGGACTCGAAGGGTCACAAG qPCR Bcboa16 

AP69 GCTAGATTGGCGGCACGTA qPCR Bcboa16 

AP70 AGGTGTCTATCCCGAGCAAGATT qPCR Bcboa17 

AP71 GAAGGCGTAAAGGAGGCTCTTT qPCR Bcboa17 

AP72 ACACCATTCATGAAGGCAAAGG qPCR Bcin01g00170 

AP73 TTCGATTAATGCGGGAGTATCA qPCR Bcin01g00170 

AP74 TTGCGCATCGATTGGATACA qPCR Bcin01g00180 

AP75 CACTCTCTACCACCTCTCCATTCC qPCR Bcin01g00180 

AP76 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGGTGCGGTCTGGCTTGAA Génération / vérification délétion Bcdim-5 

AP77 AATGCTCCTTCAATATCACTCTGAGAGGGATGAGTTAGTGGTTG Génération / vérification délétion Bcdim-5 

AP78 GAGCATGCCCTGCCCCTGAGTTATGGGCATAAACGATTA Génération / vérification délétion Bcdim-5 

AP79 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTCTTTAAAGGCTTGAACTGT Génération / vérification délétion Bcdim-5 

AP80 TAGAACTAGTTGGCAGGAACCATGAGCT clonage pBcboa9 T4 

AP81 TAGAACTAGTGAGGAAACAAAGCAACTG clonage pBcboa9 T5 

AP82 TGGCCATGGTGGTCAGAGTGGCAGTCG Génération / vérification délétion Bcboa1 

AP83 AACGGATCCCTAGCTAGAGGAAGCACT Génération / vérification délétion Bcboa1 

AP83bis_5f queue GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGAACCCGATCTCAATCTTATCATA Génération / vérification délétion Bckmt6 

AP84_5r queue ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACCTCGAATGCGATTTCGCTTCAAA Génération / vérification délétion Bckmt6 

AP85_3f queue CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACAGGAGGAAGCAAGAATTTGTATT Génération / vérification délétion Bckmt6 

AP86_3r queue GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGTTATTAGATGATCGAATGTTAT Génération / vérification délétion Bckmt6 

AP88_verif 3' AAGGCGCAGGACATTTACCA Génération / vérification délétion Bckmt6 

AP89_verif pureté ACCGCAGAGCCGTCATAAGA Génération / vérification délétion Bckmt6 

AP9 ACAATTTCAAAATGCAACATCAAC Génération / vérification délétion Bcdim-5 

AP92_pboa13 1 F TACCGCGGCCGCATGGCATTCTAGTGTGAA clonage pBcboa13 T1 

AP93_pboa13 1 R TAGACCTAGGCGCAACTCAATTCATTTA clonage pBcboa13 T1 

AP94_pboa13 2 F TACCGCGGCCGCACTGTGTCTACAACTGAG clonage pBcboa13 T2 
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AP95_pboa13 2 R TAGACCTAGGGGCATTAATAATGAGCAT clonage pBcboa13 T2 

AP96_pboa13 3 F TACCGCGGCCGCACCTTATTGTTTGCAATC clonage pBcboa13 T3 

AP97_pboa13 3 R TAGACCTAGGTTCAATCATACCTGTCAA clonage pBcboa13 T3 

AP98_pboa13 4 F TACCGCGGCCGCTAACCCTAAATTCTGGGG clonage pBcboa13 T4 

AP99_pboa13 4 R TAGACCTAGGGAATCGTAGATCTCACCG clonage pBcboa13 T4 

APq1 CTTGATGCTGTTGGTATGATGACA qPCR Bcpks7 

APq2 CCTCGATAGCCTCTTCTCTAATACGT qPCR Bcpks7 

AS889 TGGACATGTTGTCACCACCACAAAAAC clonage DBD BcBoa13 / BcBoa13 

AS890 TTCGGATCCTGACGTCCGCGTTTGCCA clonage DBD BcBoa13 

Bc-Act1_Fwd CCGTGCTCCAGAAGCTTTGT qPCR BcactA 

Bc-Act1_Rev GTGGATACCACCGCTCTCAAG qPCR BcactA 

BD17 TTACACTGGTGAATGATGTTTTGTCTT qPCR Bcbot2 

BD5 CAGGTTATCCCTTTGCATGAGTAGT qPCR Bcbot2 

hphF GTCGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGC amplification cassette PtrpC::hph 

hphR GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGAT amplification cassette PtrpC::hph 

HS-3F-bcboa13 CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACCTGTCTTCGCGTATCAATCC Génération / vérification délétion Bcboa13 

HS-3R-bcboa13 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCCACGACTTACCATCACTGGA Génération / vérification délétion Bcboa13 

HS-5F-bcboa13 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGAGACTCCGACATGCATGTA Génération / vérification délétion Bcboa13 

HS-5R-bcboa13 ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACTCTTGATAATCGGTCTTCGG Génération / vérification délétion Bcboa13 

HS-boa13 comp F GCCCAAAAAATGCTCCTTCAATATCGGAGACTCCGACATGCATGTA Génération / vérification délétion 
c
∆Bcboa13 

HS-boa13 comp R CATACATCTTATCTACATACGGCGAAGACAGATATGACTAG Génération / vérification délétion 
c
∆Bcboa13 

HS-motif1boa9F GCCCAAAAAATGCTCCTTCAATATCAGAGACGATGCTCCCCCACA amplification pBcboa9 C système rapporteur 

HS-motif2boa9F GCCCAAAAAATGCTCCTTCAATATCAAAGCTGCCCGTGCTCTCGA amplification pBcboa9 B système rapporteur 

HS-promboa13verifF CCGCTCGTTTTAAGATTGGG Génération / vérification délétion Bcboa13 

hygrodebutR CCGAGGGCAAAGGAATAGAG vérifications diverses 

hygrofinU TCCACTAGCTCCAGCCAAGC vérifications diverses 

K7 Nat1-Rev TGCAGGCCGCTCAGGGGCAGGG amplification sonde nourséothricine 

Nat1R-verif2 AGGACCGCAAGCTAGAATGA Génération / vérification délétion Bcboa1 

Nourseo-ATG ATCCATATGACCACTCTTGACGACAC amplification sonde nourséothricine 

pb_pks7_3f CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACTTTTTGCCTATGCCACCACT Génération / vérification délétion Bcpks7 

pb_pks7_3r GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTCCGGTATTTGTCCTTGCTC Génération / vérification délétion Bcpks7 

pb_pks7_5f GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGCCGGGTTGAGGTTCTAGTGA Génération / vérification délétion Bcpks7 
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pb_pks7_5r ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACGAACGGGCAAGTTTATTGGA Génération / vérification délétion Bcpks7 

pb_puretépks7_f TTGATAGGCTGCGCAAAAAT Génération / vérification délétion Bcpks7 

pb_puretepks7_r GATAATCCATGGGGCATCTG Génération / vérification délétion Bcpks7 

pBcboa6 F GCCCAAAAAATGCTCCTTCAATATCGACTGAGATTGCAAAACGAG clonage pBcboa6 T1 

pBcboa6 R CTTACCTCACCCTTGGAAACCATGATGCAACGATTAAACACAACGC clonage pBcboa6 T1 

PoliCR TTGGATCGATTGTGATGTGATGG Génération / vérification délétion OE:Bcpks7 

primer forward promoteur bcboa9 GCCCAAAAAATGCTCCTTCAATATCATAGACACAATTAAAACACCAGG amplification pBcboa9 A système rapporteur 

primer reverse promoteur bcboa9 CTTACCTCACCCTTGGAAACCATGGTTATGATAATTGCAATAG amplification pBcboa9 système rapporteur 
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Study of the regulation mechanisms of secondary metabolism in Botrytis cinerea, the 

gray mold disease agent. 

Keywords : Botrytis cinerea, secondary metabolism, regulation (biology), transcription factors. 

Botrytis cinerea is a necrotrophic polyphagous fungus able to induce the gray mold disease on 

hundreds of plant species. The resulting losses are important worldwide notably on economically 

important crops such as tomato, strawberry or grapevine. Among the virulence factors identified in B. 

cinerea stand two non-host specific toxins: the sesquiterpene botrydial and the polyketide botcinic 

acid. Although their redundant role in necrotrophy has been shown, the mechanisms governing the 

clusters responsible for their synthesis (respectively BOT and BOA) remain unknown. In this context, 

the aim of my PhD project was to characterize the different mechanisms that regulate secondary 

metabolism in B. cinerea. I particularly focused on BOT and BOA clusters as well as on a third one 

(PKS7) which, according to the phenotype of an insertion-based mutant (T-DNA), could be involved 

in necrotrophy. Thanks to the newly assembled genome of the B05.10 wild type strain, a candidate 

gene encoding a putative transcription factor (TF) could be identified near the BOT cluster. The 

characterization of this gene allowed pointing out the major role of the protein (BcBot6) in the 

activation of Bcbot genes and in the subsequent botrydial production. Similarly, the characterization of 

Bcboa13, a putative TF-encoding gene present into the BOA cluster, allowed demonstrating the 

positive regulatory role of BcBoa13 on Bcboa genes. Unlike the BOT and BOA clusters, the PKS7 

one does not contain any putative TF-encoding gene. In order to confirm the role of the putative 

metabolite produced by this cluster and to identify its chemical structure, the inactivation of the PKS-

NRPS key enzyme-encoding gene (Bcpks7) was conducted and metabolic analyses were initiated.  

Finally, the presence of many RIP(Repeat-Induced Point mutations)-inactivated transposons within 

BOT and BOA clusters as well as the subtelomeric location of BOA and PKS7 clusters raised our 

interest about the role of chromatin structure on those clusters regulation. In this context, three mutants 

inactivated into putative chromatin modifiers encoding-genes (the histone methyltransferases BcDim-

5 and BcKmt6 and the heterochromatin protein BcHp1) were generated. The expression analysis of the 

key genes of the BOT, BOA and PKS clusters suggests different chromatin-based mechanisms that 

intervene for the BOT and BOA cluster on one side and on the PKS7 cluster on another. Altogether, 

the results generated during this PhD project are a major contribution to the comprehension of 

pathway-specific as well as chromatin-based mechanisms that regulate the production of necrotrophy-

involved phytotoxins by B. cinerea. 

  



Etude des mécanismes de régulation du métabolisme secondaire chez Botrytis cinerea, 

l’agent de la pourriture grise. 

Mots clés : Botrytis cinerea, métabolisme secondaire, régulation (biologie), facteurs de transcription. 

Botrytis cinerea est un champignon nécrotrophe et polyphage capable de provoquer la pourriture grise 

sur plusieurs centaines d’espèces végétales. Les pertes engendrées par cette maladie sont importantes à 

travers le monde notamment sur des espèces économiquement importantes comme la tomate, la fraise 

ou encore la vigne. Parmi les facteurs de virulence identifiés chez B. cinerea se trouvent deux toxines 

non-hôte spécifiques. Il s'agit du sesquiterpène botrydial et du polycétide acide botcinique. Même si 

leur rôle redondant dans la nécrotrophie a été démontré, les mécanismes qui gouvernent l’expression 

des clusters responsables de leur synthèse (respectivement BOT et BOA) restent inconnus. Dans ce 

contexte, l’objectif de mon projet de thèse était de caractériser les différents mécanismes qui régulent 

le métabolisme secondaire chez B. cinerea. Je me suis particulièrement intéressé aux clusters BOT et 

BOA ainsi qu’à un troisième cluster (PKS7) qui, d’après le phénotype d’un mutant d’insertion (ADN-

T), pourrait être impliqué dans la nécrotrophie. Grâce à la disponibilité du nouvel assemblage du 

génome de la souche modèle B05.10, un gène candidat codant un facteur de transcription (FT) putatif 

a pu être identifié à proximité du cluster BOT. La caractérisation de ce gène a permis de démontrer le 

rôle majeur de la protéine (BcBot6) dans l’activation des gènes Bcbot et la production subséquente de 

botrydial. De même, la caractérisation de Bcboa13, un gène codant un FT putatif présent au sein du 

cluster BOA, a permis de démontrer le rôle de régulateur positif de BcBoa13 envers les gènes Bcboa. 

A la différence des clusters BOT et BOA, le cluster PKS7 ne contient pas de gène codant pour un 

potentiel FT spécifique. Afin de confirmer le rôle du métabolite putatif produit par ce cluster et 

d’identifier sa structure chimique, l’inactivation du gène clé codant une PKS-NRPS (Bcpks7) a été 

réalisée et des analyses métaboliques ont été initiées. Finalement, la présence au sein des clusters BOT 

et BOA de nombreux transposons ayant subi des mutations de type RIP (Repeat-Induced Point 

mutations) ainsi que la position sub-télomérique des clusters BOA et PKS7 nous a amené à nous 

intéresser au rôle de la structure chromatinienne dans la régulation de ces clusters. Dans ce cadre, trois 

mutants délétés dans des gènes codant des modificateurs chromatiniens putatifs (les histones 

méthyltransférases BcDim-5 et BcKmt6 et la protéine hétérochromatinienne BcHp1) ont été générés. 

L’expression des gènes clés des clusters BOT, BOA et PKS7 chez les mutants Bcdim-5, Bchp1 et 

Bckmt6 suggère que différents mécanismes chromatiniens interviennent pour le contrôle des clusters 

BOT et BOA d’une part et du cluster PKS7 d’autre part. L’ensemble des résultats obtenus pendant 

cette thèse apporte une contribution majeure à la compréhension des mécanismes de régulation 

spécifiques mais aussi de ceux en lien avec la structure chromatinienne de la production de métabolites 

phytotoxiques impliqués dans la nécrotrophie chez B. cinerea. 

 


