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Fusarium est un champignon filamenteux phytopathogène qui se développe au champ sur les 

cultures telles que le blé, le maïs ou l’orge. La maladie associée à ce champignon, appelée 

fusariose, s’attaque généralement aux céréales au moment de la floraison et provoque une 

nécrose des épis, mais peut aussi dans certains cas provoquer une fonte des semis. Plus 

précisément, la fusariose des épis est désignée « Fusarium Head Blight » ou « FHB ». Cette 

maladie entraine une diminution importante des rendements, ce qui engendre des pertes 

économiques importantes.  

En plus de la fusariose, le champignon est souvent associé à la production de métabolites 

secondaires toxiques, des mycotoxines. L’espèce F. graminearum, majoritairement présente 

sur blé en Europe, produit des mycotoxines appelées trichothécènes de type B. L’occurrence 

de ces toxines dans les grains n’est pas corrélée à l’intensité des symptômes de fusariose. Ces 

molécules sont également stables chimiquement et thermiquement, et peuvent se retrouver 

dans des produits transformés destinés à l’alimentation humaine. Même si les risques de 

toxicité aigüe envers l’homme dus à des niveaux élevés de ces toxines dans les grains sont 

aujourd’hui bien contrôlés, les risques de toxicité chronique suite à la présence des toxines 

dans la chaîne alimentaire sont mal maîtrisés. Par conséquent, la maîtrise de la fusariose 

présente un double enjeu : sanitaire et économique.  

Notre travail s’inscrit dans la lutte contre la contamination des céréales par des mycotoxines 

de Fusarium. Pour limiter au mieux la contamination, il est primordial de comprendre le 

processus d’infection de la plante hôte et les mécanismes induisant la biosynthèse des toxines 

de Fusarium.   
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Nos recherches se sont centrées sur le pathosystème Fusarium graminearum/blé. Nous savons 

que F. graminearum induit chez le blé un « burst » oxydatif, qui déclenche les réponses de 

défense de la plante et nous savons également que le peroxyde d’hydrogène induit in vitro une 

stimulation de l’accumulation de toxines chez ce même champignon. Nous avons ici étudié 

les mécanismes moléculaires impliqués dans cette réponse au stress oxydant.  

Avant d’exposer nos résultats, nous débuterons par un état des lieux sur F. graminearum et 

sur ses mycotoxines. Nous nous intéresserons également à la réponse des champignons 

filamenteux au stress oxydant et de son lien avec le métabolisme secondaire, plus 

particulièrement chez F. graminearum. 
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Figure 1: Fusariose de l’épi sur blé 

(http://www.uky.edu/Ag/Wheat/wheat_breeding/FHB). 
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I- La Fusariose : une maladie fongique des cultures céréalières 

dévastatrice  

La fusariose est une maladie affectant les céréales à petits grains telles que le blé, l’orge, 

l’avoine ou également le maïs (Parry et al., 1995, Sutton, 1982). Elle est associée à un 

complexe d’espèces fongiques regroupant deux genres de champignons phytopathogènes : 

Fusarium et Microdochium (Arseniuk et al., 1999). La maladie peut affecter diverses parties 

de la plante, des racines jusqu’aux épis, et il est possible de distinguer plusieurs types de 

fusarioses (Parry et al., 1995):  

- La fusariose des semences ou « seedling blight » 

- La fusariose du collet ou « foot rot » 

- La fusariose de l’épi ou « head blight »  

Nos travaux sont centrés sur la fusariose de l’épi. Cette maladie (Figure 1) a été décrite pour 

la première fois en 1884 en Angleterre sous le terme « Fusarium Head Blight » ou « FHB », 

et a pris une ampleur considérable ces dernières années en Asie, au Canada, en Europe ou 

encore en Amérique du Sud (Goswami and Kistler, 2004). La maladie a été identifiée comme 

un facteur majeur limitant la production du blé dans plusieurs parties du monde (Stack, 2000).  

Les infections peuvent dévaster des cultures entières et engendrer des pertes économiques 

importantes dues à une forte diminution de rendements. Aux Etats-Unis, les pertes liées à la 

maladie ont été estimées, entre 1998 et 2000, à 2.7 milliards de dollars (Wood, 2002). Dans 

les années 90, la maladie a provoqué des pertes considérables, avec en 1996, une perte 

estimée à 100 millions de dollars dans l’Ohio, liée à une diminution des rendements 

(McMullen et al., 1997).   

 



 

 

 

 

Figure 2 : Grains de blé fusariés et sains (source Ministère de l’Agriculture et de 

l’Aquaculture - Canada). 
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Au Dakota du Nord, les rendements pour le blé et l’orge ont été particulièrement affectés par 

la fusariose en 1994 et 1995 (Windels, 2000). En Nouvelle-Zélande en 2000, 45% des 

cultures de blé de printemps étaient infectées par la maladie (Cromey et al., 2001). En Chine, 

la fusariose de l’épi est considérée comme la maladie la plus préjudiciable pour les cultures 

d’orge et de blé. De 1951 à 1990, 7 épisodes d’épidémies sévères ont eu lieu dans ce pays et 

ont engendré plus de 40% de pertes de rendement (Leonard and Bushnell, 2003). Au Japon, 

en 1998, les pertes de rendement des cultures d’orge ont été estimées de 67 à 96% (Leonard 

and Bushnell, 2003). En Europe, plusieurs épidémies ont également été recensées. En 

Roumanie, la maladie a engendré jusqu’à 40% de pertes dans les années 80. En Hongrie, en 

1970, la maladie sur blé a entrainé 40 à 50% de pertes de rendement (Parry et al., 1995). Ces 

données illustrent clairement les pertes agronomiques et donc économiques liées à la 

fusariose.  

La fusariose de l’épi provoque une perte de rendement liée à une altération de la qualité des 

grains  (Pirgozliev et al., 2003). Les grains de blé fusariés sont atrophiés, ridés, décolorés et 

peuvent présenter un duvet blanc ou rosé (Figure 2). Des points noirs peuvent également être 

visibles au niveau de l’embryon du grain (Champeil et al., 2004, Christ et al., 2011, Windels, 

2000).  La maladie affecte également les qualités nutritives du grain, par une destruction des 

protéines de stockage (Bechtel et al., 1985). La qualité germinative de semences contaminées 

est également affectée, ce qui peut entraîner des symptômes de fusariose au niveau des tiges 

de jeunes plantules pouvant aller jusqu’à une fonte des semis (Pirgozliev et al., 2003).  
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II- Fusarium graminearum : élément central responsable de la 

fusariose 

La fusariose de l’épi peut être causée par une vingtaine d’espèces du genre Fusarium et 

Microdochium nivale (Arseniuk et al., 1999). Parmi ces espèces, cinq sont les plus 

fréquemment retrouvées au niveau mondial : Fusarium graminearum, Fusarium culmorun, 

Fusarium avenaceum, Fusarium poae et Microdochium nivale (Parry et al., 1995). La 

distribution et la prédominance des espèces dépendent cependant du climat, de la région et de 

l’espèce céréalière cultivée (Leonard and Bushnell, 2003). Aux Etats-Unis, une étude sur blé 

dans le nord du pays a montré la prédominance de F. graminearum (68%) et F. culmorum 

(14%), suivis par F. poae (8.2%) (Wilcoxon et al., 1988). Au Canada, F. graminearum est 

remplacé graduellement par F. avenaceum qui deviendrait le pathogène principalement 

responsable de la fusariose de l’épi sur blé (Leonard and Bushnell, 2003). En Europe, trois 

espèces sont principalement associées avec la fusariose de l’épi : F. graminearum, F. 

culmorum et F. avenaceum (Bottalico and Perrone, 2002). En Italie, les espèces 

prédominantes sont F. graminearum, suivie de F. culmorum et F. avenaceum (Bottalico and 

Perrone, 2002). En Suisse, les espèces les plus représentées sur blé sont F. graminearum 

(jusqu’à 42% des épis atteints) et F. avenaceum (Schachermayr and Fried, 2000). Au 

Royaume-Uni, une étude réalisée en 1995 indiquait que le Sud-Ouest et l’Ecosse étaient 

principalement affectés par la maladie, avec une prévalence de F. graminearum et F. 

culmorum comme agents pathogènes (Polley and Turner, 1995). En France, sur plus de 700 

échantillons de blé tendre, de blé dur ou d’orge analysés en 2000, F. graminearum a été 

retrouvé de manière prédominante (83.3%), suivi par F. avenaceum et F. poae (64.1% et 

62.5% respectivement) (Ioos et al., 2004). Des résultats récents obtenus dans notre laboratoire 

dans le cadre du projet ANR DON&Co (CES 2010) ont confirmé la prédominance de  

 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Cycle de vie de Fusarium graminearum (Trail, 2009). 

  



Introduction et contexte bibliographique 

 

            8  

 

F. graminearum dans les blés français récoltés entre 2007 et 2010. Etant donnée l’occurrence 

de F. graminearum en Europe mais également dans le monde, nous nous sommes intéressés 

plus particulièrement à cette espèce fongique pour nos études.  

III- Fusarium graminearum : cycle infectieux 

F. graminearum est un ascomycète appartenant à la classe des Sordariomycetes, à l’ordre des 

Hypocreales et à la famille des Nectriaceae (Goswami and Kistler, 2004). F. graminearum 

peut se retrouver sous deux formes en fonction de son mode de reproduction. La forme dite 

« téléomorphe » Gibberella zeae est caractéristique de la reproduction sexuée. Cette forme se 

distingue par la capacité à former des périthèces (i.e. organes de la reproduction sexuée 

contenant les asques) et à produire des ascospores. La forme « anamorphe » Fusarium 

graminearum est caractéristique de la reproduction asexuée. Cette forme se distingue par la 

production de macroconidies et de chlamydospores (i.e. spores de multiplication végétative 

avec une épaisse paroi, plus rares) (Leslie and Summerell, 2005). Nous parlerons ici de F. 

graminearum. Ce champignon est homothallique, c’est-à-dire que cette espèce peut produire 

des spores issues de la reproduction sexuée sans partenaire à partir d’une culture venant d’une 

seule spore. Ce caractère est lié au fait que tous les allèles MAT, correspondant aux deux types 

sexuels (mating type MAT) sont présents dans le génome au même locus (Leslie and 

Summerell, 2005).  

L’inoculum primaire pour l’initiation de la maladie provient principalement de débris de 

plantes infectées. Il peut également provenir d’adventices ou de semences infectées 

(Champeil et al., 2004, Parry et al., 1995). Le champignon en conditions défavorables se 

comporte en organisme saprophyte sur des résidus de cultures et survit sous forme de 

mycélium ou de chlamydospores (Figure 3) (Sutton, 1982). Au printemps, lorsque les  



 

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique de l’anatomie d’un épi de blé (Brown et 

al, 2010). 

 

 

 

Figure 5 : Observation microscopique d’une structure apparentée à un 

appressorium (LA : lobate appressorium) (Boenisch and Schäefer, 2011). 
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conditions deviennent favorables, le champignon se développe et permet la formation de 

macroconidies mais également de périthèces et d’ascospores (Figure 3) (Markell and Francl, 

2003, Trail, 2009). Les ascospores sont éjectés des périthèces puis dispersés par le vent, la 

pluie ou les insectes jusqu’aux plantes hôtes et peuvent atteindre les épis en floraison. Chez le 

blé, le dépôt des spores sur les épis en fleur initie le processus d’infection (Parry et al., 1995, 

Sutton, 1982, Trail et al., 2002). Ces spores germent dans la partie médiane de l’épi, là où 

l’humidité est la plus importante (Champeil et al., 2004, Walter et al., 2009). Dans un premier 

temps, le champignon se développe à l’extérieur des glumes, sans colonisation vasculaire ou 

pénètre les enveloppes via les stomates (Brown et al., 2010, Champeil et al., 2004). Les 

hyphes intercellulaires deviennent ensuite abondants puis se développent le long de l’épicarpe 

entre le lemme et la paléole (Figure 4). Les cellules perdent ensuite leur contenu avant la 

colonisation intracellulaire, à travers le péricarpe, via des structures spécifiques appelées 

« hyphes courts d’infection », et aussi des « structures d’infection » telles que des structures 

apparentées à des appressoria (Figure 5) (Boenisch and Schafer, 2011). Les hyphes atteignent 

ensuite l’endosperme puis le rachis et se propagent dans la tige pour toucher les épillets 

adjacents (Brown et al., 2010, Jansen et al., 2005). 

IV- Pratiques agricoles pour limiter l’apparition de la maladie 

Plusieurs facteurs peuvent moduler l’apparition et le développement de la maladie notamment 

au champ. Ces facteurs ont été hiérarchisés par Arvalis – Institut du végétal et sont regroupés 

dans la Figure 6.  

 



 

 

 

Figure 6 : Schéma représentant les différents facteurs à maîtriser pour limiter 

l’apparition de la fusariose de l’épi et ses conséquences (source Arvalis – Institut du 

végétal).  
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Le climat a une incidence majeure sur le développement de la maladie. Au moment de la 

floraison, le climat conditionne le développement de l’inoculum (Champeil et al., 2004). Des 

températures élevées (25°C) et un temps orageux favorisent ainsi le développement de 

Fusarium (Parry et al., 1995). Ce facteur étant incontrôlable, Arvalis place le précédent 

cultural et le travail du sol comme leviers majeurs pour lutter contre le développement de la 

maladie. La rotation des cultures permet de limiter la présence de céréales sensibles à 

l’infection et la survie du champignon (McMullen et al., 1997). Ainsi, la culture du soja avant 

une culture de blé diminue la fréquence et la sévérité de la maladie. De même, le maïs comme 

précèdent cultural augmente la sévérité de la maladie par rapport à du blé ou de l’orge. Ceci 

s’expliquerait par le fait que des cultures de soja laissent moins de résidus que des cultures de 

blé qui elles-mêmes laissent moins de résidus que des cultures de maïs. De plus, les espèces 

de Fusarium affectant le soja ne sont pas les mêmes que celles infectant le blé et le maïs (Dill-

Macky and Jones, 2000). Un travail du sol adapté permet de dégrader les résidus de cultures 

et de limiter la présence de sources d’inoculum responsable de la maladie (Parry et al., 1995, 

Sutton, 1982).  

Un autre facteur primordial est la sensibilité variétale à l’infection. Certaines variétés de 

céréales apparaissent comme étant plus ou moins sensibles à la fusariose. Cette résistance fait 

l’objet de recherches portant sur l’identification de QTLs (i.e. Quantitative Trait Locus) 

associés à des variétés résistantes à la fusariose. Des QTLs ont ainsi été identifiés chez le blé 

(Buerstmayr et al., 2003). Cette résistance pourrait également être reliée au contenu en 

composés phénoliques des grains, aussi bien pour le blé que pour le maïs (Atanasova-

Penichon et al., 2012, Siranidou et al., 2002).  

Enfin, l’utilisation de fongicides apparaît comme un remède aux effets limités. En effet, leur 

application  présente des effets variables qui dépendent de la molécule active mais également  
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de la date d’application et des espèces fongiques présentes sur l’épi. Il existe une sensibilité 

différente des espèces incriminées à la fusariose en fonction des molécules actives utilisées. 

Par exemple, F. graminearum est particulièrement sensible aux triazoles alors que  M. nivale 

l’est beaucoup moins (Champeil et al., 2004, Parry et al., 1995). Une bonne activité d’une 

molécule contre une espèce peut ainsi masquer la croissance ultérieure d’une autre espèce.  

Durant l’infection et le développement sur l’hôte, F. graminearum peut produire des 

métabolites secondaires toxiques, des mycotoxines. Parmi elles, le déoxynivalénol et le 

nivalénol sont produits très tôt au cours de l’invasion de l’organisme hôte et sont considérés 

comme des facteurs de virulence (Jansen et al., 2005, Maier et al., 2006, Proctor et al., 1995). 

Nous nous intéressons pour cette étude plus particulièrement à ces mycotoxines, à leurs voies 

de biosynthèse, et aux mécanismes qui régulent ces voies.  

V- Les mycotoxines produites par le champignon Fusarium 

graminearum 

Les champignons du genre Fusarium produisent une large gamme de mycotoxines. Les plus 

connues sont la famille des trichothécènes, divisée en 4 groupes A, B, C et D. Le groupe des 

trichothécènes A est produit principalement par F. sporotrichoides et F. langsethiae. Le 

groupe des trichothécènes B est produit principalement par F. graminearum et F. culmorum. 

Les trichothécènes de type C et D sont produits par des champignons n’appartenant pas au 

genre Fusarium (Bennett and Klich, 2003, Sweeney and Dobson, 1999).  

V-1- Structure chimique des trichothécènes  

Les trichothécènes sont des métabolites secondaires toxiques produits par plusieurs genres de 

champignons, incluant Trichoderma, Stachybotrys, Cephalosporium, et Fusarium.  



 

 

 

Figure 7 : Classification des différentes familles de trichothécènes (McCormick et al, 

2011). 

 

 

Figure 8 : Structure chimique des trichothécènes de type B. 

TCTB R1 R2 R3 R4 

DON OH H OH OH 

15ADON OH H Oac OH 

3ADON Oac H OH OH 

NIV OH OH OH OH 

FX OH Oac OH OH 



Introduction et contexte bibliographique 

 

            12  

 

(McCormick et al., 2011). Les trichothécènes sont divisés en 4 groupes (Figure 7) mais 

présentent tous le même squelette. Ce sont des sesquiterpènes tricycliques caractérisés par la 

présence d’un pont époxyde entre les carbones 12 et 13, pont qui leur confère leur toxicité 

(Bennett and Klich, 2003). 

Les groupes A, B, et C sont dits non macrocycliques (Balzer et al., 2004, Betina, 1989). Les 

trichothécènes A ont un groupe hydroxyle, une fonction ester ou pas de substitution en C8. La 

toxine T-2 est un représentant majeur des trichothécènes A. Les trichothécènes B ont une 

fonction cétone en C8. Les trichothécènes C présentent un pont époxyde supplémentaire entre 

les carbones C7 et C8. La famille des trichothécènes de type D est dite macrocyclique car ces 

molécules possèdent un macrocycle entre les carbones C4 et C15 (Figure 7). Nous nous 

intéressons ici uniquement aux trichothécènes de type B.  

Les trichothécènes de type B ou TCTB sont caractérisés en plus de leur fonction époxyde par 

la présence d’une fonction cétone en position C8. Les molécules constituant les TCTB sont le 

déoxynivalénol (DON) et ses formes acétylées en position C3 (3ADON) ou en position C15 

(15ADON), le nivalénol (NIV) et sa forme acétylée en position C4, la fusarénone X (FX) 

(Balzer et al., 2004, Bennett and Klich, 2003, Sweeney and Dobson, 1999) (Figure 8). Une 

souche de Fusarium ne peut produire qu’un seul type de TCTB avec un seul type de dérivé 

acétylé. On parle de chémotype. Certaines souches présentent donc un chémotype 

DON/15ADON, ou DON/3ADON et d’autres un chémotype NIV/FX (Anderson et al., 1989).  

V-2- Toxicité et réglementation  

Les trichothécènes sont produits et s’accumulent au cours du développement des grains avant 

la récolte et ne peuvent pas être éliminés par les processus de transformation classiques des 

aliments. Ces molécules sont stables d’un point de vue chimique et thermique. Elles se 

retrouvent dans les produits bruts comme les grains mais peuvent aussi se retrouver dans les  
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produits transformés comme la farine, la semoule, les pâtes ou les céréales pour petit-déjeuner 

(Champeil et al., 2004). Les TCTB sont de petites molécules qui peuvent passivement passer 

à travers la membrane cellulaire. Leur toxicité envers les mammifères est bien documentée 

(Bennett and Klich, 2003, Eriksen et al., 2004). Depuis le début du 19eme siècle, les 

trichothécènes ont été reconnus responsables d’intoxications alimentaires humaines en Russie, 

en Chine, en Inde ou encore au Japon (Eriksen, 2003). L’exposition à ces molécules entraine 

comme symptômes de toxicité aigüe des nausées, des vomissements, des pertes de poids, une 

dérégulation du système immunitaire ainsi qu’un effet tératogène (Pestka, 2010, Rocha et al., 

2005). Plusieurs cas d’intoxication du porc par le DON suite à la consommation de céréales 

contaminées ont été rapportés avec des symptômes comparables à ceux observés chez 

l’homme. Le DON est souvent utilisé pour les études de toxicité aiguë du fait de sa forte 

occurrence dans les céréales (AFSSA, 2009). Le porc est plus sensible que le rat, les volailles 

ou encore que les ruminants. Chez le porc, le DON entraîne une diminution de la 

consommation alimentaire. Seules des doses élevées provoquent des vomissements. Le DON 

peut se retrouver dans les tissus 20 minutes après ingestion de la toxine, principalement dans 

le foie et les reins. Les quantités retrouvées dans le muscle sont bien plus faibles. Chez les 

volailles, le DON est également retrouvé après ingestion principalement dans le foie, les reins 

et la rate. Chez les ruminants, le DON peut entraîner une baisse significative de la production 

de lait due à une diminution de la quantité d’aliments ingérés. Cependant, le transfert du DON 

ingéré dans le lait n’est pas significatif (AFSSA, 2009). Les données concernant la toxicité 

aigüe des trichothécènes sont bien documentées mais les effets liés à une toxicité chronique 

sont peu renseignés. 
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Au niveau moléculaire, les trichothécènes et en particulier le DON ont des conséquences 

variables liées à un effet dose. Ainsi pour des doses dites faibles à modérées, les 

trichothécènes inhibent partiellement la synthèse protéique (via le pont époxyde responsable 

de la toxicité des molécules) en interférant avec la fonction de peptidyl transférase de la sous-

unité 60S du ribosome. Cette inhibition affecte l’initiation et l’élongation de la synthèse 

protéique (Pestka, 2010, Rocha et al., 2005). A ces concentrations, le DON induit également 

la transcription de gènes liés à l’immunité et l’inflammation (Pestka, 2010). Les 

trichothécènes affectent également la synthèse de l’ADN et de l’ARN. A des concentrations 

élevées capables d’inhiber totalement la synthèse protéique, les trichothécènes peuvent activer 

les voies des MAP kinases et peuvent entraîner la mort cellulaire (Pestka, 2010, Rocha et al., 

2005).  

En termes de niveaux de toxicité, il existe des différences entre les TCTB. Ces différences 

sont cependant à prendre en compte avec parcimonie étant donné que toutes les études n’ont 

pas été réalisées sur les mêmes lignées cellulaires. L’acétylation du DON semble diminuer sa 

toxicité sur des cellules BHK (Kimura et al., 1998). Dans une étude réalisée sur des 

fibroblastes 3T3 de souris, il semble que le DON et le NIV aient des niveaux de toxicité 

similaires. Le 3-ADON semble moins toxique que le DON et le 15-ADON ; la FX semble 

plus toxique que le NIV (Eriksen et al., 2004). Une étude sur des lignées cellulaires 

intestinales Caco-2 a été réalisée plus récemment. Ce travail montre que le DON et le 15-

ADON ont une toxicité équivalente, et que le 3-ADON est moins toxique que le 15-ADON. 

Le NIV est plus toxique et sa forme acétylée, la FX,  l’est encore plus (Alassane-Kpembi et 

al., 2013). En cas de co-exposition à plusieurs mycotoxines, des effets synergiques, 

antagonistes ou additifs sont supposés mais cet aspect est encore peu documenté. Pour les  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1 : Concentrations maximales autorisées en DON dans les denrées destinées à 

l’alimentation humaine, d’après le règlement (CE) n°1126/2007. 

 

 

 

 

 

 

Denrées Mycotoxines Valeur seuil en µg/kg 

Céréales brutes autres que le blé dur, l’avoine et le maïs DON 1250 

Blé dur et avoine brute DON 1750 

Maïs brut  DON 1750 

Farine de céréales et pâtes DON 750 

Pain, pâtisseries et biscuits DON 500 

Préparations à base de céréales pour nourrissons DON 200 
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trichothécènes, il semblerait que l’effet sur plusieurs lignées cellulaires intestinales (Caco-2 et 

IPEC-J2) soit additif (Alassane-Kpembi et al., 2013, Wan et al., 2013).  

Les trichothécènes sont également phytotoxiques. Ils causent notamment des nécroses et des 

retards de croissance ainsi qu’une perturbation de la germination des graines (Rocha et al., 

2005). Le DON est considéré comme un facteur de virulence permettant l’extension de la 

maladie d’un épillet à l’autre durant l’infection de la plante, même si la production de DON 

n’est pas nécessaire à l’apparition des symptômes (Desjardins and Hohn, 1997, Proctor et al., 

1995). Des différences de sensibilité existent chez les variétés de blé : certains supportent des 

concentrations plus élevées en trichothécènes par rapport à des variétés sensibles (Eudes et al., 

2000, Wang and Miller, 1988). Chez le blé, la glycosylation du DON permet également de 

rendre ce composé moins toxique (Berthiller et al., 2007). Il a aussi été suggéré que les TCTB 

pourraient également jouer un rôle majeur dans la compétition avec d’autres microorganismes 

(Xu and Nicholson, 2009). Ce rôle éventuel reste cependant à démontrer.  

De nos jours, dans les pays développés, les pratiques culturales, les bonnes conditions de 

stockage et les contrôles effectués par les filières céréalières limitent la présence de lots 

fortement contaminés dans le circuit de commercialisation des céréales et donc les risques 

majeurs d’intoxication. Aujourd’hui, le plus redouté concerne l’ingestion régulière de faibles 

quantités de mycotoxines. La consommation quotidienne de céréales et de produits dérivés 

faiblement contaminés en mycotoxines entraîne un risque de toxicité chronique pour le 

consommateur, risque non maîtrisé à l’heure actuelle. Pour pallier ce risque, l’Union 

Européenne a établi une réglementation rigoureuse à partir des doses journalières tolérables 

définies pour les mycotoxines les plus fréquemment retrouvées. En effet, le règlement (CE) n° 

1126/2007 détermine les concentrations maximales en DON autorisées dans les denrées 

destinées à l’alimentation humaine (Tableau 1).  



 

 

  

Gène Fonction 

Tri8 trichothécène-3-O-esterase 
Tri7 trichothécène-4-O-acetyltransférase 
Tri3 trichothécène-15-O-acetyltransférase 
Tri4 trichodiène oxygénase 
Tri6 facteur de transcription 
Tri5 trichodiène synthase 
Tri10 gène de régulation 
Tri9 inconnue 
Tri11 isotrichodermine 15-oxygénase 
Tri12 transporteur membranaire des trichothécènes 
Tri13 calonectrine 4-oxygénase 
Tri14 facteur de virulence 
Tri1 C-8 ou C-7,8 oxygénase 
Tri16 C-8 acétyltransférase 
Tri101 C-3 acétyltransférase 

 

Tableau 2 : Fonction des gènes Tri (d’après Alexander et al, 2009). 

 

 

 

  

Figure 9 : Représentation schématique du « cluster Tri 5 », et des trois loci regroupant 

les gènes Tri chez F. graminearum. Les gènes Tri 6, Tri 10 jouent un rôle de régulation. Les 
gènes Tri 7 et Tri 13 ne sont fonctionnels que chez les souches de chémotype 
NIV/FX (d’après Alexander et al, 2009). 
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Les enquêtes en France menées par Arvalis-Institut du Végétal et France Agrimer suivent les 

pourcentages de récoltes céréalières contaminées par le DON. Certaines années, ces 

pourcentages sont plus conséquents et en particulier pour le blé dur. En 2007, 2008 et 2013, 

plus de 10% des récoltes de blé dur en France dépassaient la norme européenne de 1750 

µg/kg de DON. Même si plusieurs leviers ont été identifiés, le « risque mycotoxines » est 

difficilement maîtrisable au champ. Il est difficile de prédire le taux de contamination des 

céréales. Des modèles de prédiction basés sur les conditions météorologiques, la sensibilité 

des variétés cultivées mais également le précédent cultural ont été mis au point. Un de ces 

modèles, le DONcast®, permet d’évaluer la nécessité d’un traitement fongicide et aide à la 

décision quant à la date de récolte pour anticiper le risque DON (Schaafsma and Hooker, 

2006). Le modèle Myco-LIS®, mis au point par Arvalis-Institut du Végétal, ou le modèle 

« La Clé des Champs » mis au point par Syngenta-France permettent aux agriculteurs et aux 

organismes stockeurs de mieux maîtriser la qualité sanitaire du blé et d’évaluer le risque de 

contamination en DON en combinant les facteurs climatiques, les pratiques culturales (le 

précèdent cultural, le travail du sol, les traitements phytosanitaires) et la variété implantée.  

Cependant, malgré la définition de pratiques agronomiques permettant de limiter la 

contamination en mycotoxines, il est toujours impossible en 2013 de garantir une teneur 

inférieure au seuil réglementaire. Pour lutter au mieux contre ces mycotoxines, il est très 

important de mieux comprendre les évènements qui conduisent à la contamination des grains,  

d’approfondir la compréhension de la régulation de la voie de biosynthèse des trichothécènes 

et la connaissance des facteurs susceptibles de la moduler.  



 

 

Figure 10 : Représentation schématique de la voie de biosynthèse des trichothécènes. 

Dans le cadre vert, sont représentés les trichothécènes de type B (McCormick et al, 2011). 
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V-3- Biosynthèse et régulation des trichothécènes de type B 

Différentes études ont été entreprises et ont mené à la détermination des différentes étapes de 

la voie de biosynthèse des trichothécènes de type A et de type B, à partir de la cyclisation du 

farnésyl pyrophosphate, issu du métabolisme des isoprénoïdes (Alexander et al., 2009, 

Kimura et al., 2007, McCormick et al., 2011). Les gènes impliqués dans la voie de 

biosynthèse sont appelés gènes Tri (Tableau 2). Ils sont répartis sur 3 loci chez F. 

graminearum et la majorité est regroupée dans un cluster appelé « cluster Tri5 » localisé sur 

le chromosome 2 (Figure 9). Pour la biosynthèse des trichothécènes de type B, après la 

cyclisation du farnésyl pyrophosphate en trichodiène catabolisée par la trichodiène synthase, 

neuf réactions conduisent à la formation de la calonectrine (Figure 10) (McCormick et al., 

2011). Par la suite, on distingue la production de NIV et de sa forme acétylée (FX) de la 

production de DON et de ses formes acétylées (15-ADON et 3-ADON). Ces deux 

chémotypes sont en effet déterminés génétiquement. Les produits des gènes Tri7 et Tri13 

catalysent une oxygénation et une acétylation en C4 pour la synthèse vers le chémotype NIV, 

puis le produit du gène Tri1 génère la FX, et enfin le produit du gène Tri8 permet la formation 

de NIV (Lee et al., 2002, McCormick et al., 2011). Chez les souches de chémotype 

DON/ADON les gènes Tri7 et Tri13 ne sont pas fonctionnels. Les produits des gènes Tri1 et 

Tri8 catalysent directement la formation du 15-ADON ou du 3-ADON à partir de la 

calonectrine suivie par la formation du DON (McCormick et al., 2011). Une activité 

différentielle de l’estérase codée par Tri8, en fonction de la séquence nucléique, détermine la 

production du 15-ADON ou du 3-ADON (Alexander et al., 2011).   

La voie de biosynthèse des trichothécènes possède des régulateurs spécifiques. Ainsi, Tri6 

régule positivement l’expression des autres gènes Tri (Seong et al., 2009). Tri10 qui a été 

montré comme jouant un rôle majeur dans la régulation de Tri6 chez F. sporotrichioides, joue  
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en fait un rôle mineur dans la régulation positive de Tri6 chez F. graminearum (Seong et al., 

2009). Tri6 régule négativement l’expression de Tri10 (Seong et al., 2009). Tri14 code 

également pour un régulateur spécifique des gènes Tri. Sa délétion empêche la production de 

toxines sur blé (Alexander et al., 2009).  Nous pouvons ajouter que chez F. sporotrichioides, 

un régulateur négatif de la voie de biosynthèse, Tri15, a été identifié. Toutefois sa disruption 

n’affecte pas la production de toxines chez F. graminearum, et il ne peut donc pas être 

apparenté à la voie de biosynthèse dans ce cas (Alexander et al., 2004).  

En plus de ces régulateurs spécifiques, plusieurs études ont mis en évidence l’interconnexion 

entre la voie des TCTB et les voies du métabolisme primaire. Ainsi, il existe chez F. 

graminearum des facteurs de transcription intervenant dans des fonctions métaboliques en 

réponse à différents stimuli extracellulaires qui exercent un contrôle sur la voie de biosynthèse 

des trichothécènes (Merhej et al., 2011b). Une acidification du pH extracellulaire entraîne une 

production de TCTB résultant d’une activation de l’expression des gènes Tri (Gardiner et al., 

2009b, Merhej et al., 2010). Le facteur Pac1 intervient dans cette régulation dépendante du 

pH en réprimant l’expression de la voie de biosynthèse à pH neutre ou basique (Merhej et al., 

2011a). La réponse à la lumière est également importante puisqu’elle influence la production 

de métabolites secondaires chez les champignons, via le facteur Velvet. Chez F. 

graminearum, la disruption de ce facteur affecte la croissance, la production d’aurofusarine et 

bloque totalement la production des TCTB (Merhej et al., 2012). Les sources de nutriments 

influent fortement sur le développement du champignon. Les sources de carbone ou d’azote 

influencent les niveaux de TCTB produits chez F. graminearum. Le saccharose est 

notamment stimulateur de la production de toxines par rapport au glucose (Jiao et al., 2008). 

De même, l’agmatine ou la putrescine vont stimuler la production de TCTB (Gardiner et al., 

2009a). Ces deux amines appartiennent à la voie de biosynthèse arginine-polyamine chez les 

plantes comme le blé. Cette voie est activée notamment lors de la fusariose de l’épi, ce qui 
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entraîne une production de TCTB (Gardiner et al., 2010). Les TCTB apparaissent alors 

comme un élément du dialogue plante/pathogène.  

VI- Le dialogue plante/pathogène et le rôle des TCTB 

Dès les premières minutes de l’interaction entre Fusarium et la plante, un dialogue 

moléculaire se met en place et engendre un changement massif dans l’expression des gènes. 

Chez le champignon Fusarium, des gènes liés à la virulence et à la pathogénicité ont été mis 

en évidence lors d’études sur l’interaction F. graminearum/hôte. Certains gènes Tri ou des 

gènes codant pour des lipases sont directement impliqués (Dyer et al., 2005, Nguyen et al., 

2011, Proctor et al., 1995). La production de DON serait un facteur de virulence clé lors de 

l’infection du blé par F. graminearum (Jansen et al., 2005, Proctor et al., 1995). La production 

de trichothécènes joue un rôle dans la progression du champignon d’un épillet à l’autre. La 

toxine inhiberait la production de callose au niveau du rachis qui constituerait une barrière 

physique pour limiter la progression du champignon (Jansen et al., 2005). Ceci permettrait 

donc au champignon de progresser plus rapidement chez l’hôte. De plus, la production de 

trichothécènes semble être tissu-spécifique au moment de l’infection et fortement induite au 

niveau du rachis (Ilgen et al., 2009). 
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VI-1- Côté plante  

Face aux attaques pathogènes, les plantes ont développé des systèmes de défense pouvant être 

des composés toxiques ou des barrières physiques. Une des réactions de défense les plus 

rapides chez la plante face à l’infection par le pathogène est le « burst oxydatif » qui consiste 

en une production massive d’espèces oxydantes ou ROS.  

Ce « burst » est impliqué dans l’activation de différentes voies de signalisation, les 

modifications de structure de la paroi cellulaire, l’accumulation de protéines de défense mais 

également la réponse hypersensible de la plante qui permet l’élimination des cellules infectées 

(Nanda et al., 2010, Shetty et al., 2008, Wojtaszek, 1997). Ces mécanismes de défense 

représentent une manière de limiter l’établissement de l’infection et le développement du 

pathogène, mais également une façon d’activer d’autres réactions de défense chez la plante 

(Wojtaszek, 1997). Suite à ces événements précoces de « burst oxydatif » se met en place une 

signalisation intercellulaire au niveau de la plante agressée (Kachroo et al., 2003). Les 

phytohormones sont bien connues pour intervenir dans la mise en place des réactions de 

défense (Davies, 2004). Cette signalisation fait intervenir l’acide jasmonique (JA), l’acide 

salicylique (SA) et l’éthylène (ET). Chaque hormone fait intervenir des voies différentes. Le 

JA vient de la formation des oxylipines issues de l’oxydation des acides gras insaturés de la 

membrane cellulaire. Cette production passe par la voie des lipoxygenases (Blee, 2002, Blee 

et al., 2004). Le JA induit la synthèse de métabolites secondaires tels que les terpénoïdes qui 

vont être toxiques ou former une barrière structurale pour limiter la progression du 

champignon (Turner et al., 2002). Le SA permet la synthèse de protéines associées à la 

pathogénicité ou protéines PR, et joue un rôle dans l’induction de la réponse hypersensible 

(HR) de la plante. Cette HR induit une mort cellulaire au niveau du site initial de l’infection, 

qui va limiter la propagation de l’infection (Smith et al., 2009). Le ET intervient également 

dans l’induction des réponses de défense de la plante face aux stress biotiques. Il permet  
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probablement une réduction du développement de la maladie, notamment de la FHB chez le 

blé (Li and Yen, 2008). Ainsi, ces trois hormones, en lien avec la production de ROS, jouent 

un rôle important dans l’induction des défenses de la plante face à l’attaque par le pathogène. 

Une rapide production de ROS dans les tissus a ainsi été décrite chez plusieurs plantes 

infectées par divers pathogènes et notamment par des champignons filamenteux (Kachroo et 

al., 2003, Yang et al., 2011, Zhou et al., 2005). Chez le riz, le « burst oxydatif » permet 

l’activation de gènes de défense et augmente la résistance à Magnaporthe oryzae (Kachroo et 

al., 2003). Le pathogène Botrytis cinerea  déclenche un stress oxydant chez Arabidopsis. Le 

champignon est capable d’exploiter les mécanismes de défense de la plante pour sa propre 

pathogénicité (Govrin and Levine, 2000). Le pathogène F. graminearum déclenche ce 

phénomène de « burst oxydatif ». Durant l’infection de grains d’orge, une accumulation 

d’enzymes du métabolisme primaire et d’H2O2 chez la plante est déclenchée. Ce phénomène 

suggère un lien entre le métabolisme primaire et la réaction de défense à l’infection (Yang et 

al., 2011). Durant l’infection du blé, un « burst oxydatif » d’H2O2 dans les tissus de l’épi est 

suggéré. Cette production induite par le pathogène peut freiner sa pénétration, le stresser et 

peut agir comme un signal auprès de la plante pour déclencher une résistance systémique 

(Zhou et al., 2005). Un autre mécanisme de défense de la plante face à l’infection est la 

modification de la paroi cellulaire. En réponse à l’infection, des acides phénoliques seraient 

synthétisés rapidement et polymérisés dans la paroi cellulaire pour la renforcer (Siranidou et 

al., 2002). Lors de l’infection, la paroi est dégradée par le pathogène et les lysats ainsi libérés 

peuvent jouer le rôle d’éliciteurs des mécanismes de défense de la plante (Bily et al., 2003).  
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VI-2- Côté champignon  

Des études in vitro ont été réalisées pour analyser l’effet du stress oxydant sur le champignon 

F. graminearum. Ainsi, l’ajout de molécules pro-oxydantes telles que l’H2O2 dans le milieu 

de culture augmente significativement la production de TCTB par le champignon  (Ponts et 

al., 2006). Cette réponse est chémotype-dépendante puisque seule la production de DON 

semble être activée en présence d’H2O2 (Ponts et al., 2009). Ces résultats sont en corrélation 

avec le niveau d’expression des gènes Tri. En présence de stress oxydant, ces gènes sont 

surexprimés (Ponts et al., 2007). D’autres études in vitro ont également analysé l’effet de 

composés antioxydants tels que les acides phénoliques sur le champignon Fusarium. L’acide 

férulique, présent abondamment dans le son de blé, inhibe fortement la production de toxines 

mais également l’expression des gènes Tri chez le champignon F. culmorum (Boutigny et al., 

2009). Des extraits naturels de son de blé contenant une mixture de composés phénoliques 

présentent un très fort effet inhibiteur de la toxinogénèse de ce champignon (Boutigny et al., 

2010). Ces résultats montrent que l’équilibre redox interfère probablement avec le 

métabolisme secondaire du champignon. Ainsi, le champignon  Fusarium semble capable, en 

fonction de son environnement redox, d’adapter sa production de trichothécènes.  

Ce lien entre réponse au stress oxydant et métabolisme secondaire a été étudié chez plusieurs 

champignons filamenteux et est détaillé dans la revue bibliographique ci-après. Cet article met 

en évidence comment la production de toxines et plus généralement le métabolisme 

secondaire sont intégrés dans la réponse au stress oxydant.  
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VII- Connexion entre la réponse transcriptionnelle au stress oxydant et le 

métabolisme secondaire chez les champignons filamenteux 

Coupling of transcriptional response to oxidative stress and secondary metabolism 

regulation in filamentous fungi  

M. Montibus1,*, L. Pinson-Gadais1, F. Richard-Forget1, C. Barreau1, and N. Ponts1.  

1INRA, UR1264 MycSA, 71, Avenue Edouard Bourlaux, CS20032, F-33882 Villenave d’Ornon Cedex,  

Publiée Online dans “Critical Reviews in Microbiology”  

DOI 10.3109/1040841X.2013.829416 

Keywords: oxidant, antioxidant, gene expression, transcription factor, mycotoxins,  

 

Abstract 

To survive sudden and potentially lethal changes in their environment, filamentous fungi must 
sense and respond to a vast array of stresses, including oxidative stresses. The generation of 
reactive oxygen species, or ROS, is an inevitable aspect of existence under aerobic conditions. 
In addition, in the case of fungi with pathogenic lifestyles, ROS are produced by the infected 
hosts and serve as defense weapons via direct toxicity, as well as effectors in fungal cell death 
mechanisms. Filamentous fungi have thus developed complex and sophisticated responses to 
evade oxidative killing. Several steps are determinant in these responses, including the 
activation of transcriptional regulators involved in the control of the antioxidant machinery. 
Gathering and integrating the most recent advances in knowledge of oxidative stress 
responses in fungi are the main objectives of this review. Most of the knowledge coming from 
two models, the yeast Saccharomyces cerevisiae and fungi of the genus Aspergillus, is 
summarized. Nonetheless, recent information on various other fungi is delivered when 
available. Finally, special attention is given on the potential link between the functional 
interaction between oxidative stress and secondary metabolism that has been suggested in 
recent reports, including the production of mycotoxins.  
 
 

This is the pre-peer reviewed version of the following article “Coupling of transcriptional response to oxidative stress and secondary 

metabolism regulation in filamentous fungi” which has been published in final form at 

http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/1040841X.2013.829416 
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I- Introduction 

Toxic radicals leading to reactive oxygen species, or ROS, are mandatory by-products of 

many metabolic pathways related to an aerobic lifestyle (Davies et al., 1995, Hampton et al., 

1998, Lambeth, 2004). ROS comprise both free radical oxygen intermediates, such as 

peroxide anions (O2-) and hydroxyl radicals (OH-), and non-free ones including hydrogen 

peroxide (H2O2) and hypoclorous acid (HOCl) (Halliwell, 2001). These ROS can react 

instantaneously and nonspecifically with essential biological molecules, and lead to an 

alteration of cellular functions by inducing damages such as mutations in DNA, oxidation of 

proteins, or peroxidation of lipids. These damages are generally deleterious; ROS have shown 

to be involved in apoptosis and their role in aging has been widely reviewed (Beckman and 

Ames, 1998, Halliwell, 2001, Klotz, 2002). As a consequence, maintenance detoxification of 

ROS is paramount to the survival of all aerobic life forms. A number of biological defense 

mechanisms have evolved to scavenge ROS, combining the action of antioxidant enzymes 

such as catalase and superoxide dismutase with non-enzymatic small antioxidant molecules 

among which glutathione plays a central role (Harris, 1992). The balance between production 

and scavenging of ROS is under the influence of numerous biotic and abiotic factors. 

Disturbances leading to a sudden increase in intracellular levels of ROS would cause 

oxidative stress and trigger antioxidant defense mechanisms. Indeed, ROS can also act as 

signaling molecules in cascades leading to gene expression modulations and subsequent 

adaptation. An increasing body of work emphasizes that ROS play multiple roles in 

filamentous fungi physiology. For example, tightly controlled concentrations of ROS and 

fluctuations in redox potential are important mediators of fungal cell signaling processes, 

including differentiation and development (Heller and Tudzynski, 2011). Moreover, there is 

growing suspicion that oxidative stress and secondary metabolism could be linked (Hong et 

al., 2013a). Yet, little information is currently available on how oxidants and antioxidants 
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are temporally and spatially balanced to provide the specificity required for such regulations. 

 

Besides their implication in intracellular signaling, ROS also play a central role in the 

molecular cross talk that occurs during the interaction between different organisms, leading to 

recognition and eventually the activation of defense reactions. Documentation is particularly 

abundant in the context of plant defense response to pathogen aggressions. Among the broad 

range of plant defense responses, the generation of ROS is one of the earliest events (Nanda et 

al., 2010, Shetty et al., 2008). This rapid and transient production of important amounts of 

ROS, so-called oxidative burst, can restrict pathogen growth and limit the establishment of 

infection, and is a signal to activate further plant defense reactions (Nanda et al., 2010, Shetty 

et al., 2008). Among others, for example, the oxidative burst is known to trigger the 

hypersensitive cell death or hypersensitive response (Govrin and Levine, 2000, Wojtaszek, 

1997). The actual occurrence of such an oxidative burst in plants challenged with pathogenic 

filamentous fungi has been demonstrated (Kachroo et al., 2003, Yang et al., 2011, Zhou et al., 

2005). In some instances, the occurrence of an oxidative burst can be beneficial to some 

fungal pathogens and their ability to invade plant tissue. For example, in the pathosystem 

Botrytis cinerea/Arabidopsis, Govrin and Levine (2000) demonstrated that the necrotrophic 

fungus can exploit the oxidative burst triggered upon invasion for its own pathogenicity. 

Similarly, it has been reported that peroxide stress stimulates the production of the mycotoxin 

deoxynivalenol by Fusarium graminearum, a toxin with a demonstrated role in pathogenesis 

on wheat (Ponts et al., 2007). Likewise during infections of mammalian tissues, yeast and 

fungal pathogens must cope with ROS generated by phagocytes to partially evade the innate 

immune system.  
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This has been illustrated for Aspergilli during aspergillosis (Brakhage et al., 2010, Hasenberg 

et al., 2011) and also for different yeast species (Abegg et al., 2010). These examples 

illustrate the well-documented key role of ROS in innate response to pathogen and in 

phagocyte function (Bogdan et al., 2000, Ferrari et al., 2011, Kvietys and Granger, 2012). 

They also show the inevitable and frequent exposure of fungi to high levels of ROS, 

generated either as by-products of their metabolism primarily through respiration, or as 

defense weapons (oxidative burst) for plant tissues, or by phagocytic cells of the hosts they 

invade. To cope with this stressful environment, fungal cells activate their detoxification 

machinery, which consists of enzymatic as well as non-enzymatic defense systems. Both 

transcriptional and post-transcriptional mechanisms are involved. Among them, the 

modulation of the activity of transcriptional regulators that control the expression of 

detoxification genes has been the subject of intensive investigations. 

Transcriptional response to oxidative stress in filamentous fungi is mediated via two modes; 

regulation can occur via nuclear sequestration of specific transcription factors, and via protein 

phosphorylation signaling pathways.  

The present review aims at discussing the current state of knowledge underlying the ability of 

fungal cells to respond to oxidative stress mediated by the activation of specific transcription 

factors that control the expression of genes involved in detoxification. Most information on 

the subject has been initially obtained from yeast species, mainly Saccharomyces cerevisiae. 

During the last decade, however, Aspergillus species have been increasingly investigated 

regarding the response pathways that are activated by oxidative stress in filamentous fungi. In 

particular, a direct link between oxidative stress response and secondary metabolism has been 

demonstrated, and involves transcriptional regulations (Hong et al., 2013b). This recent 

finding is of paramount importance. Indeed, many fungal secondary metabolites present  
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specific interest for industry, and their production is constantly in need for improvements. In 

addition, various phytopathogenic fungi (e.g. Fusaria) can produce secondary metabolites that 

are toxic, so-called mycotoxins, and are regular contaminants of food and feed. The present 

review specifically emphasizes on the relationship between transcriptional control of 

oxidative stress response and secondary metabolism, and the strategies that are used to exert 

this control. Here, the antioxidant defense system in fungi is outlined, and the best known 

transcription factors involved in its control are described. Ultimately, our analysis uncovers 

elements of the nature of the coupling between ROS signaling, antioxidant activation, and 

secondary metabolism. 

 

II-The antioxidant defense system 

Fungal cells possess enzymatic and non-enzymatic defense systems for protection against 

ROS. Non-enzymatic systems consist mainly of small molecules acting as radical scavengers. 

The best examples are glutathione and thioredoxin (Jamieson, 1998). On the enzymatic side, 

the most studied defense systems are catalases and superoxide dismutases. 

II-1-Non-enzymatic systems 

The glutathione system  

Glutathione is the central and best-known non-enzymatic system protecting cells from 

oxidative stress. The redox scavenging activity of this tripeptide ϒ-L-glutamyl-L-

cystinylglycine (gsh) results from its redox-active sulphydryl group that reacts with various 

oxidant molecules, leading to reduced glutathione (gssg) (Jamieson, 1998). In S. cerevisiae, 

the genes involved in the gsh biosynthetic pathway have been well characterized. Gsh1 

encodes a ϒ-glutamylcysteine synthetase, and gsh2 encodes a glutathione synthetase (Suzuki 

et al., 2011, Wu and Moye-Rowley, 1994). Furthermore, in the cell, equilibrium between 
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gsh and gssg is maintained due to a glutathione reductase activity, encoded by glr1, which 

reduces gsh to gssg (Collinson and Dawes, 1995). In S. cerevisiae, mutants affected in the 

glutathione cycle have been shown to be hypersensitive to H2O2, and to the synthetic thiol-

oxidizing agents menadione and diamide (Muller, 1996, Stephen and Jamieson, 1996). Those 

deficient for gsh1 were nevertheless still able to develop an adaptive stress response to 

oxidants (Stephen and Jamieson, 1996). C. albicans was also demonstrated to possess an 

efficient transport pathway for glutathione, involved in homeostasis of redox status (Desai et 

al., 2011). 

Glutathione acts as a scavenging molecule and is used as substrates for a large number of 

cellular reactions. For example, H2O2 is reduced by a glutathione peroxidase using gsh as a 

reductant (Li et al., 2008). Also, glutathione can be conjugated to many xenobiotic 

compounds to reduce their toxicity, catalyzed by a glutathione-S-transferase (gst). A large 

range of harmful molecules, such as zinc, cadmium or mercury, can therefore be conjugated 

to glutathione, leading to less reactive and more soluble compounds (Choi et al., 1998, Shin et 

al., 2002, Veal et al., 2002). Several isoforms of gst have been identified in numerous yeasts 

and filamentous fungi. The two gst proteins gtt1 and gtt2 have been characterized in S. 

cerevisiae (Choi et al., 1998). In Schizosaccharomyces pombe, Veal et al., (2002) reported the 

induction of three glutathione-s-transferases in response to oxidative stress, i.e. gst1, gst2, and 

gst3 (Shin et al., 2002). Strains of S. pombe lacking any of the three gst genes are more 

sensitive to H2O2 and to the catalase inhibitor ter-butyl hydroperoxide (t-BOOH), but also 

more resistant to diamide (Veal et al., 2002). Here it seems that the role of gsh system in yeast 

is extremely diverse. In Aspergillus nidulans, a gst, designated gstA, was shown to actively 

contribute to the resistance to multiple xenobiotics and heavy metals, and deleted mutants 

were sensitive to diamide, contrary to what was shown in S. pombe (Fraser et al., 2002, 

Pusztahelyi et al., 2011).  
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Similar to S. pombe, three genes encoding gst were identified in Aspergillus fumigatus, 

encoded by gstA, gstB and gstC  (Burns et al., 2005). They were shown to play a role in the 

response to xenobiotics, as well as the response to oxidative stress with the exception of gstB 

(Burns et al., 2005). In Aspergillus niger, glutathione reductase and glutathione peroxidase 

activities were demonstrated to participate to the response to H2O2 (Li et al., 2008). According 

to the results of Sato et al., (2011), the glutathione reductase glrA identified in Fusarium 

oxysporum confers tolerance to cytotoxic elemental sulphur by reducing it into less harmful 

sulphide (Sato et al., 2011). In addition, in Acremonium chrysogenum, Long et al., (2012) 

described the involvement of a glutathione reductase encoded by glrA in oxidative stress 

response, and indirectly in cephalosporin production (Long et al., 2012). The function of gsh 

system seems to be well retained among filamentous fungi and this system has a vast role in 

response to xenobiotics.  

 

The thioredoxin system 

The second non-enzymatic antioxidant system that significantly participates in oxidative 

stress response in filamentous fungi and yeasts is centered on the sulphydryl-rich small 

protein thioredoxin. Thioredoxin has a redox active site and functions as a ROS scavenger 

(Jamieson, 1998). Two genes, trx1 and trx2 have been reported to code for thioredoxin 

proteins in S. cerevisiae (Jamieson, 1998, Muller, 1996). These two variants of thioredoxin 

were shown to be involved in oxidative stress response induced by H2O2 but not diamide, 

certainly due to the fact that diamide is a thiol oxidizing agent (Muller, 1996). In the cell, 

thioredoxins are maintained reduced by thioredoxin reductases in an NADPH-dependent 

reaction, and can be oxidized by thioredoxin peroxidases in the presence of H2O2 (Jamieson, 

1998).  
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With regards to thioredoxin systems in filamentous fungi, data are incomplete and mostly 

descriptive. In A. fumigatus, five genes encoding putative thioredoxins have been identified 

(Leal et al., 2012). They are required for hypha survival during oxidative stress mediated by 

H2O2 (Leal et al., 2012). In Podospora anserina, Malagnac et al., (2007) reported five genes 

coding for thioredoxins. Among them, trx1 seems to be the major thioredoxin with a 

significant role in sulphur metabolism but not in peroxide resistance (Malagnac et al., 2007). 

In F. oxysporum, Sato et al., (2011) reported the involvement of thioredoxin in sulphur 

reduction and identified a trx gene designated as trxA. The exact function of thioredoxin in 

filamentous fungi and its link with ROS and oxidative stress remain to be analyzed in depth. 

Thioredoxin seems to be more restricted to response to sulphur.  

 

II-2-Enzymatic systems 

Catalases 

Catalases play a central role in defense against oxidative stress. They catalyze the breakdown 

of H2O2 into O2 and H2O. In the presence of ROS, catalases in S. cerevisiae protect proteins 

from oxidation (Lushchak and Gospodaryov, 2005). In S. cerevisiae the genes cta1 and ctt1 

encode two catalases, A and T respectively (Jamieson, 1998). Catalase A is located in the 

peroxisome and removes H2O2 produced by β-oxidation. Catalase T is cytosolic and is 

involved in the responses to oxidative and osmotic stress (Jamieson, 1998). 

From a phylogenetic point of view, the number of catalases found in a genome varies among 

species, ranging from two for S. cerevisiae to five for P. anserina, namely catA, catB, catP1, 

catP2 and cat2 (Bourdais et al., 2012, Hansberg et al., 2012, Zintel et al., 2011). Cat2 and 

catB are the key factors responsible for H2O2 detoxification, but minor roles for the other three 

catalases are not excluded (Bourdais et al., 2012). 
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This may reflect adaptation of these fungi to their specific environment. In A. nidulans, the 

catalase-encoding genes catA and catB were first characterized by Navarro et al (1996). 

Catalase A and catalase B are not redundant and provide protection against oxidative stress at 

different phases of the fungus asexual cycle (Kawasaki et al., 1997). Expression of catA is 

induced during sporulation (Navarro et al., 1996). On the other hand, catalase B activity starts 

to accumulate 10 hours after spore inoculation and is regulated at the transcript accumulation 

level (Navarro et al., 1996). Two others catalase genes, catC and catD have also been 

described (Kawasaki and Aguirre, 2001). In Aspergillus oryzae, only two catalase genes have 

been identified to date, namely catA and catB (Hisada et al., 2005). In liquid cultures, H2O2 

induces catB gene but not catA, consistent with the fact that, as in A. nidulans catB reduces 

toxic effects of oxidative stress whereas catA is required during sporulation (Hisada et al., 

2005).  

In Neurospora crassa, the three catalases cat1, cat2, and cat3, show different specific 

activities in response to superoxide stress (Chary and Natvig, 1989). Cat1 is the predominant 

enzyme in rapidly growing mycelium. Cat1, very resistant to inactivation by various 

denaturants or by temperature, is not inhibited by molar concentrations of H2O2, showing the 

importance of this catalase’s ability to cope with stress (Diaz et al., 2001).  

In F. oxysporum, two catalase isozymes were detected in mycelia cells and chlamydiospores 

(Kono et al., 1995). In F. graminearum, H2O2 stress seems to significantly increase catalase 

activity in strains producing the secondary metabolite nivalenol but not in strains producing 

deoxynivalenol (Ponts et al., 2009). In the phytopatogen Claviceps purpurea, a gene encoding 

catalase activity named cpcat1 was identified. Deletion mutants of this gene show no 

significant reduction in virulence (Garre et al., 1998). Similarly in B. cinerea, a cat2-deficient 

mutant is not affected in its virulence on tomato or bean leaves (Schouten et al., 2002). 

Considering these elements, although the equipment in catalases is variable among  
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filamentous fungi, it does not seem to be linked to virulence. The differences observed could 

rather reflect specific adaptation to their host.  

 

Superoxide dismutases 

Superoxide dismutases, or SOD, are metallo-enzymes that catalyze the dismutation of the 

superoxide anion O2
.- into H2O2 and O2. The yeast S. cerevisiae possesses two SODs: the 

mitochondrial manganese-SOD (MnSOD), encoded by sod2, and the cytoplasmic copper 

zinc-SOD (Cu/ZnSOD), encoded by sod1 (Bermingham-McDonogh et al., 1988, Jamieson, 

1998, Van Loon et al., 1986). A central role in removing superoxide from the cytoplasm is 

ascribed to the Cu/ZnSOD whereas the MnSOD is more likely involved in the protection of 

mitochondria against the damages caused by peroxides resulting from respiration (Gralla et 

al., 1991, Guidot et al., 1993, Jamieson, 1998). MnSOD-deficient yeasts are sensitive to 

oxygen, reinforcing the role of this SOD in protecting mitochondria during respiration (Van 

Loon et al., 1986). The loss of Cu/ZnSOD further leads to metabolic changes such as glucose 

repression defects and sensitivity to boric acid (Schmidt et al., 2012, Sehati et al., 2011). Cells 

lacking sod1 are more sensitive to cell wall perturbing agents and accumulate more ROS, 

suggesting a link between anti-oxidative function and cell wall (Liu et al., 2010). In several 

yeasts belonging to the genus Candida, treatment with H2O2 results in an increase in SOD 

activity (Abegg et al., 2010). In yeast, SOD activity seems to be very limited to ROS 

response. 

Numerous studies have been devoted to the characterization of SOD in several filamentous 

fungi (Chambergo et al., 2012, Fang et al., 2002, Kono et al., 1995, Lima et al., 2007, Zhou et 

al., 2012). In Cordyceps militaris, the activity of partially purified Cu/ZnSOD is inhibited by 

H2O2 at 2.5 mM (Wang et al., 2005). 
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Studies performed in Cryptococcus neoformans indicated a strong induction of sod1 

transcripts following t-BOOH treatment (Wormley et al., 2005). Finally, sod1 deletion in N. 

crassa led to an enhanced sensitivity to paraquat and elevated oxygen concentrations, together 

with an increased spontaneous mutation rate (Chary et al., 1994). Here again, SOD activity is 

very limited to response to ROS. In A. niger, both Cu/ZnSOD and MnSOD have been 

identified (Dolashki et al., 2008). In A. niger, SOD activity seems to be involved in adaptation 

to oxidative stress, rather than prevention (Kreiner et al., 2002). The sodA gene identified by 

Oberegger et al (2000) in A. fumigatus and A. nidulans, encodes a Cu/ZnSOD that is 

upregulated during iron starvation (Oberegger et al., 2000). This observation suggests that in 

Aspergillus, Cu/ZnSOD has a more general role in response to stress compared to MnSOD, 

which seems to be more specific to oxidative stress. In the necrotrophic plant pathogen 

Sclerotinia sclerotinium, Veluchamy et al., (2012) reported the strong accumulation of sod1 

transcripts, encoding a Cu/ZnSOD, following treatment with menadione 250 µM. 

Consistently, S. sclerotinium lacking sod1 is more sensitive to menadione, and also less 

virulent on tobacco and tomato plants (Veluchamy et al., 2012). In the pathogen B. cinerea, 

mutants deleted for sod1, encoding a Cu/ZnSOD, have an impaired virulence on bean plants 

(Rolke et al., 2004). Here, the entire response to stress seems to be essential for full virulence, 

probably due to the ability to counteract oxidative burst managed by plants.  

Even though the strong involvement of SOD activity in response to stress is clearly 

highlighted by the works cited above, the individual roles of Cu/ZnSOD and MnSOD remain 

unclear. To our best knowledge, the exact implication of each individual SOD in response to 

various stresses has yet to be investigated side by side in a given organism. 
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In yeast, the detoxifying activities described up to this point in this review are part of the 

Common Environmental Response pathway (CER), in which a common set of genes are 

induced by different types of stress. The regulation of this core response is linked to several 

transcription factors and drives cell adaptation to various types of stresses (Chauhan et al., 

2006). The second part of this review is dedicated to such transcription factors that have also 

been characterized in fungi, and are involved in response to oxidative stress. 

 

III- Transcriptional control of genes involved in the fungal antioxidant machinery 

In Alternaria alternata, signaling pathways have evolved in flexibility and uniqueness in 

order to respond to diverse environmental stimuli, including oxidative signals (Chung, 2012). 

In S. pombe, different signaling pathways can be activated upon oxidative stress depending on 

the severity of the stress exerted (Vivancos et al., 2006). Generally speaking, sensor-

dependent pathways seem to lead to adaptation, whereas others induce survival response 

(Vivancos et al., 2006).  All together, these pathways form a complex network of regulation in 

response to stress in which two types of regulation can be distinguished. The first one consists 

in localizing specific regulators to the nucleus upon stress, followed by subsequent activation 

of detoxification gene expressions. The second type of regulatory mechanism is 

phosphorylation-driven and involves the intervention of the Mitogen-Activated Protein 

Kinase (MAPK) pathways. This signaling cascade is essential for sensing environmental 

stimuli, for transmitting them to the nucleus, and finally modulating gene expression. MAPK 

pathways phosphorylate numerous proteins, including transcription factors (Qi and Elion, 

2005). MAPK mediated pathways are composed of three kinase modules, and are well 

conserved in all eukaryotes (Robinson and Cobb, 1997).  

This review focuses on four central transcription factors (TFs), well studied in yeast.  

 



 

 

 

 

 

Figure 1: Yap1 in Saccharomyces cerevisiae. (A) Yap1 is a b-zip transcription factor of 

650aa. The protein contains a NES at its C-terminus. (B) In normal conditions, yap1 is 

distributed between cytoplasm and nucleus. (C) After exposure to an oxidative stress, the 

factor is relocated to the nucleus, due to conformational changes that unable the interaction 

with crm1. Thus, yap1 activates the expression of its target genes.  
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III-1- Control by nuclear localization of TFs 

Cell compartmentalization is the first level of gene regulation: DNA is located inside the 

nucleus whereas transcription factors are translated in the cytoplasm. Therefore regulating the 

localization of these factors controls access to target genes. Such regulation is usually 

managed via short sequences known as nuclear localization signals that interact with importin 

carrier proteins, and nuclear export signals interacting with exportin carrier proteins. This 

process allows the recruitment of a preexisting pool of proteins inside the nucleus when 

necessary (Moye-Rowley, 2003). One of the best-known examples of nuclear localization 

controlled by oxidative stress is the transcription factor ap1 (Moye-Rowley et al., 1989, 

Wemmie et al., 1997). 

 

Ap1 

The function of ap1 in response to oxidative stress has been extensively investigated in S. 

cerevisiae and recently reviewed (Hong et al., 2013a). The ap1 protein in S. cerevisiae, named 

yap1, is a 650 amino acid-long sensor of oxidative stress (Figure 1A).  The protein contains a 

bZIP domain, two clusters of cysteine residues, or cysteine rich domains (CRD), which redox 

status plays a key role in yap1 localization (Rodrigues-Pousada et al., 2010, Rodrigues-

Pousada et al., 2004). In non-stressing conditions, the C-terminal CRD domain (c-CRD), 

containing a nuclear export signal (NES), is reduced and binds the exportin protein crm1 (Yan 

et al., 1998). Yap1 is constitutively distributed between the cytoplasm and the nucleus so that 

its nuclear concentration remains relatively low (Figure 1B). When oxidative stress is applied, 

the c-CRD domain oxidizes, causing conformational changes that disable the interaction with 

crm1 (Figure 1C). Yap1p accumulates to the nucleus (Kuge et al., 2001, Kuge et al., 1997, 

Yan et al., 1998).  
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Once in the nucleus, yap1 binds to ap1 recognition elements TGACTAA, (Rodrigues-Pousada 

et al., 2010) found in the promoters of target genes encoding the antioxidant activities to 

activate their expressions (Kuge et al., 2001, Kuge et al., 1997). The mechanism by which 

yap1 is activated however, depends on the considered oxidant molecule (Gulshan et al., 2005, 

Ouyang et al., 2011). H2O2, for example, activates yap1 through the glutathione peroxidase 

gpx3-mediated formation of an intramolecular disulfide bond between two cysteines of gpx3 

and the c-CRD domain of yap1 (Delaunay et al., 2002). On the other hand, thiol reactive 

electrophiles, such as acrolein, activate yap1 by direct adduction to the c-CRD (Delaunay et 

al., 2002, Gulshan et al., 2005, Ouyang et al., 2011). The c-CRD is essential for proper 

response to oxidative stress as the exportin crm1. Deletion of crm1 or of the c-CRD of yap1 

could result in a same constitutive activation of the factor, by localization in the nucleus. A 

number of target genes of yap1 have now been identified, such as trx2, trr1, or gsh1 (Gulshan 

et al., 2005, Kuge et al., 1997, Ouyang et al., 2011, Wu and Moye-Rowley, 1994). 

Inactivation of yap1 results in a sensitivity to various oxidants and also to cadmium (Toone 

and Jones, 1999).   

In the yeasts S. pombe and C. albicans two homologues of yap1, respectively pap1 and cap1, 

have been described as key regulators of oxidative stress response (Alarco and Raymond, 

1999, Toone et al., 1998). Both pap1 and cap1 regulatory pathways seem to show high 

similarities with yap1, as well as involvement in activating the expression of genes encoding 

antioxidant activities (Alarco and Raymond, 1999, Toone et al., 1998). For example, the 

expression of cap1 in S. cerevisiae lacking yap1 restores cadmium and H2O2 resistance 

(Alarco et al., 1997). Similarly to S. cerevisiae, S. pombe strains carrying a mutation in pap1 

are hypersensitive to t-BOOH, diamide, cadmium and arsenic (Toone et al., 1998).  
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Interestingly, deletion of cap1 gene in C. albicans also leads to hypersensitivity to cadmium 

and H2O2, but not to diamide (Alarco and Raymond, 1999). Homologues of yap1 have been 

identified as involved in resistance to multiple oxidants in various filamentous fungi, 

including Magnaporthe oryzae, N. crassa , B. cinerea  as well as less studied fungi such as 

A.alternata and Ashbya gossypii (Guo et al., 2011, Takahashi et al., 2010, Temme and 

Tudzynski, 2009, Walther and Wendland, 2012, Yang et al., 2009). In most of them, ap1 was 

demonstrated to differentially accumulate in the nucleus in response to oxidative stress, 

following a similar pathway to that previously described for yeasts (Guo et al., 2011, 

Takahashi et al., 2010, Walther and Wendland, 2012, Yang et al., 2009). The function of ap1 

and the mechanics of this factor seem to be particularly conserved among filamentous fungi, 

in spite of slight changes depending on oxidant molecules. Accordingly, bap1 identified in B. 

cinerea modulates the response of a large panel of genes when the fungal cells are exposed to 

oxidative stress (Temme and Tudzynski, 2009). Considering such stresses, a common trait for 

all the identified ap1 factors is their role in resistance to H2O2. On the contrary, only some of 

them seem to be involved in response to t-BOOH (in N. crassa and A. alternata), or 

menadione (B. cinerea, A. gossypii, and N.crassa) (Takahashi et al., 2010, Temme and 

Tudzynski, 2009, Walther and Wendland, 2012, Yang et al., 2009). Menadione was 

particularly found to cause the up-regulation of genes coding for thioredoxin, glutathione 

reductase, and glutathione peroxidase in N. crassa. In the pathogenic fungi M. oryzae and A. 

alternata, ap1 was further reported as essential for pathogenicity (Guo et al., 2011, Yang et 

al., 2009). On the contrary, the factor has no impact on B. cinerea  pathogenicity (Temme and 

Tudzynski, 2009), and on the foliar pathogen of maize Cochliobolus heterostrophus (Lev et 

al., 2005).  
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Proteins with sequence similarities to yap1 have also been found in various species belonging 

to the genus Aspergillus such as Afyap1 in A. fumigatus. Mutants of A. fumigatus strains 

carrying a truncated Afyap1 protein missing the c-CRD domain are highly resistant to H2O2, 

menadione and diamide, consistent with the permanent nuclear localization of Afyap1 

independently from oxidative stress (Qiao et al., 2010). In Aspergillus parasiticus and 

Aspergillus ochraceus, Reverberi et al., identified two orthologues of yap1, named Apyap1 

and Aoyap1 respectively (Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2008). Both are involved in 

response to several oxidants, including H2O2 and hydroperoxides. In A. ochraceus, catA and 

sod1 expression are affected in a ΔAoyap1 strain, supporting the participation of Aoyap1 in 

the activation of antioxidant activities (Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2008). Apyap1 

and Aoyap1 have further been analyzed for the role they could play in the regulation of the 

production of toxic secondary metabolites (Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2008). 

Strains of A. parasiticus and A. ochraceus lacking Apyap1 and Aoyap1, respectively, show 

higher aflatoxin A and ochratoxin A accumulation, correspondingly. In this case, the absence 

of response to oxidative stress mediated by ap1 results in the accumulation of oxidative 

species that are consumed by the secondary metabolism, leading to an increase in toxin 

accumulation. A link between oxidative stress response and regulation of secondary 

metabolism by ap1 was reported in the case of riboflavin production by A. gossypii (Walther 

and Wendland, 2012). In this cotton pathogen, yap1 directly activates the expression of genes 

encoding riboflavin biosynthesis, and riboflavin plays a key role together with the enzymes 

that protect cells from oxidative stress (Walther and Wendland, 2012). This is consistent with 

the fact that ap1 protects cells by activating antioxidant activities to counteract the oxidative 

burst of the host.  

 

 



 

 

 

Figure 2: Msn2/msn4 in S. cerevisiae. (A) Msn2 and msn4 contain an N-terminal nuclear 

localization signal (NLS), a C-terminal nuclear export signal (NES), and zinc finger DNA 

binding domains also in the C terminus of the protein. (B) In the absence of stress, the NLS in 

msn2/msn4 is phosphorylated by a protein kinase A, or PKA causing msn2/msn4 to remain 

sequestered in the cytoplasm. Yak1, another kinase is sequestered in the cytosol when 

phosphorylated by PKA. (C) Upon stress, the activity of the PKA is lowered, the NLS is not 

phosphorylated anymore, and msn2/msn4 rapidly accumulate in the nucleus. Then nuclear 

yak1 undergoes the autophosphorylation of its N-terminal end, required for full activity of 

msn2/msn4. Phosphorylated msn2/msn4 finally activate stress-responsive genes by binding to 

STRE sequences 
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In S. cerevisiae, yap1 interacts with another transcription factor skn7, to contribute to an 

efficient oxidative stress response (Mulford and Fassler, 2011). This factor, regulated by 

phosphorylation, is presented in the part corresponding to control by phosphorylation.  

 

Msn2/msn4 

In S. cerevisiae, msn2 and msn4 are redundant positive transcription factors containing 

Cys2His2 zinc fingers and implicated in the response to a broad set of environmental stresses, 

including oxidative (0.5 mM H2O2), heat shock, or osmotic (3M NaCl) stress (Martínez-

Pastor et al., 1996). They control the transcription of a large battery of genes, varying 

according to the considered type of stress (Estruch, 2000). For example, msn2 and msn4 

control a large H2O2-inducible regulon of 27 genes (Hasan et al., 2002). The functions of 

msn2/msn4 partially overlap with those of yap1, suggesting independent and distinctive roles 

for yap1- and msn-mediated oxidative stress response pathways (Hasan et al., 2002). 

Msn2 and msn4 have three separate functional domains, a N-terminal nuclear localization 

signal (NLS), a C-terminal nuclear export signal (NES), and a zinc finger DNA binding 

domains also in the C terminus of the protein (Figure 2A). These domains are essential for the 

recognition of cis-acting stress response elements (STRE) sequences (Gorner et al., 1998, 

Gorner et al., 2002). STRE-driven transcription is regulated by the HOG pathway, a MAP 

kinase pathway protecting cells against high osmolarity in S. cerevisiae (Brewster et al., 

1993). In the absence of stress, the NLS in msn2/msn4 is phosphorylated by a cAMP-

dependant protein kinase A, or PKA, causing msn2/msn4 to remain sequestered in the 

cytoplasm (Gorner et al., 2002, Smith et al., 1998) (Figure 2B). Upon stress, the activity of the 

PKA is lowered, the NLS is not phosphorylated anymore, and msn2/msn4 rapidly accumulate 

in the nucleus (Figure 2C) (Gorner et al., 2002). 
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The NES is believed to be also inactivated within the nucleus by as yet unknown mechanisms. 

Moreover, previous data indicate that another kinase, yak1, also plays a role in regulating 

msn2/msn4 by mechanism that up to now remain largely unknown (Lee et al., 2008). Yak1 is 

sequestered in the cytosol when phosphorylated by PKA (Figure 2B), therefore re-locating to 

the nucleus upon oxidative stress (Lee et al., 2011). In the nucleus, yak1 undergoes 

autophosphorylation of its N-terminal end (Figure 2-C), required for full activity (Lee et al., 

2011) and phosphorylation of msn2 and msn4 (Lee et al., 2008). Nuclear phosphorylated 

msn2/msn4 finally activate stress-responsive genes by binding to STRE sequences (consensus 

5’-AGGGG-3’) located in the promoter regions, as shown in Figure 2C (Kandror et al., 2004, 

Martínez-Pastor et al., 1996, Schmitt and McEntee, 1996). 

In the yeast C. glabrata, homologues of msn2 and msn4 have been identified and called 

Cgmsn2 and Cgmsn4 (Roetzer et al., 2008). Cgmsn2 is regulated by environmental stress 

including osmotic stress, heat shock and oxidative stress provoked by H2O2. The mode of 

action of msn2 is well conserved between S. cerevisiae and C. glabrata (Roetzer et al., 2008). 

In C. albicans, Camsn4 and Camnl (for msn4 and msn2-like respectively in C. albicans) have 

been identified based on protein alignments with msn2 and msn4 from S. cerevisiae (Nicholls 

et al., 2004). However, they seem to play no role in the resistance to many stresses including 

heat shock, osmotic stress by NaCl, and oxidative stress by H2O2 and to not contribute to the 

global transcriptional response of the pathogen. Mnl1 is nonetheless required for the 

adaptation of C. albicans to weak acid stress response (Ramsdale et al., 2008). In A. 

parasiticus and Aspergillus flavus, the msnA gene, ortholog to msn2 in S. cerevisiae, seems to 

be required for maintenance of a normal redox state, as supported by the fact that expression 

of genes encoding oxidative stress defense enzymes (superoxide dismutase, catalase and  

  



 

 

 

 

Figure 3: Skn7 in S. cerevisiae. (A) Skn7 contains an N-terminal DNA binding domain and a 

C-terminal receiver domain typical of two-component signal transduction systems. (B) Upon 

stress, skn7 is activated following several phosphorelays involving sln1 and ypd. Once 

phosphorylated, skn7 can activate the transcription of its target genes. (C) Skn7-mediated 

response to oxidative stress does not specifically need phosphorylation and partially overlaps 

with that of yap1. 
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cytochrome c oxidase in A. parasiticus and catalase A in A. flavus) is up-regulated in both 

deletion strains (Chang et al., 2011).  An involvement of an msnA factor in the regulation of 

secondary metabolism was also suggested by Chang et al. (2011) whose data indicate an 

activation of aflatoxin biosynthesis by msnA-deleted strains in A. parasiticus (Chang et al., 

2011). Here again, as for ap1, the absence of response to oxidative stress results in an increase 

in toxin accumulation, which may contribute to the consumption of the excess of oxidants. 

Therefore, msn2/msn4 factors seem to be involved in response to a large set of stress, and 

could be linked with the regulation of secondary metabolism in filamentous fungi. 

 

III-2- Control by phosphorylation of TFs 

 

Skn7 

In the yeast S. cerevisiae, skn7 is a positive transcription factor involved in the control of cell 

wall assembly, cell cycle progression, and osmotic or oxidative stress responses (Morgan et 

al., 1997). Contrary to yap1, skn7 is constitutively nuclear, regardless the environmental 

conditions (Morgan et al., 1997, Raitt et al., 2000). The regulation of skn7 is phosphorylation-

mediated and is transduced in parallel to the MAPK cascades in S. cerevisiae (Brewster et al., 

1993). 

Skn7 contains a N-terminal DNA binding domain and a C-terminal receiver domain typical of 

two-component signal transduction systems, both highly conserved (Figure 3A) (Mulford and 

Fassler, 2011). Upon stress, skn7 is activated following several phosphorelays involving 

several partners (Fassler and West, 2011). These phosphorelays steps are summarized in 

Figure 3B. The first one occurs between a histidine and an aspartate residue of sln1, an 

osmosensing histidine protein kinase. Phosphorylation is then transferred from the aspartate in  
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sln1 to a conserved histidine in the phosphorelay protein ypd1. Finally, the last phosphorelay 

occurs between ypd1 and the aspartate-containing receiver domain of skn7. Once 

phosphorylated, skn7 can activate the transcription of target genes (Fassler and West, 2011, 

Ketela et al., 1998). This last phosphorylation mechanism, however, is not essential for 

oxidative stress response; the receiver domain possibly plays a structural role necessary 

during oxidative stress response (Morgan et al., 1997). In S. cerevisiae, deleting skn7 results 

in an increased sensitivity to a wide variety of oxidizing agents, such as t-butyl hydroperoxide 

(tBOOH), menadione, and cadmium (Morgan et al., 1997). Skn7 is also required to trigger 

stress response to H2O2, and activate the transcription of heat shock genes (Raitt et al., 2000). 

On the contrary, skn7 does not seem to be involved in response to diamide (Morgan et al., 

1997). Finally, as mentioned above, skn7-mediated response to oxidative stress partially 

overlaps with that of yap1. The two factors can indeed interact in a DNA-independent manner 

(Figure 3C), that involves the receiver domain of skn7 and the cysteine-rich domains of yap1 

to contribute to an efficient oxidative stress response (Mulford and Fassler, 2011). Together, 

they are involved in activating detoxification genes such as trx2, gpx2, ctt1, sod1, or sod2 

(Fassler and West, 2011). Only half of the genes controlled by yap1, however, also requires 

the presence of skn7 for its H2O2-dependant induction (Lee et al., 1999). 

In the human pathogen C. albicans, a disrupted skn7 mutant was shown to be highly sensitive 

to H2O2 and t-BOOH but not to menadione, for which only a mildly attenuated response was 

obtained (Singh et al., 2004). In C. glabrata, skn7 deletion results in increased susceptibility 

to H2O2 and t-BOOH and reduced virulence (Saijo et al., 2010). Additional data demonstrated 

a significant role of skn7 in the regulation of antioxidant genes such as trx2, trr1, tsa1 

(involved in the thioredoxin metabolism), and the catalase-encoding gene cta1 (Saijo et al., 

2010). In C. glabrata, similar to S. cerevisiae, skn7 is constitutively nuclear and acts in 

concert with yap1. 
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The two factors cooperate to achieve rapid promoter recruitment and ensure the expression of 

oxidative stress response genes (Roetzer et al., 2011). Skn7-like proteins were identified in 

several other fungi, with similar roles to those ascribed to S. cerevisiae skn7. In A. nidulans, 

the skn7-like protein ssrA is involved in conidia production as well as response to cell wall 

stress, osmotic stress, and oxidative stress (Hagiwara et al., 2011). As in S. cerevisiae, 

phosphorylation of the receiver domain of ssrA is however not essential to trigger oxidative 

stress response but required for full resistance to H2O2 as well as osmotic stress adaptation 

(Hagiwara et al., 2011). In A. fumigatus, deleting skn7 has no effect on virulence but increases 

sensitivity to H2O2 and t-BOOH without any change in sensitivity to menadione and diamide 

(Lamarre et al., 2007). In M. oryzae, skn7 participates to neither response to oxidative stress 

nor pathogenicity but plays a significant role in response to osmotic stress (Motoyama et al., 

2008). In C. neoformans, skn7 deletion resulting in less virulent strains, slightly affects the 

sensitivity to t-BOOH and demonstrates the involvement of skn7 in t-BOOH-mediated 

activation of the expression of sod1 and trr1 (Coenjaerts et al., 2006, Wormley et al., 2005). 

Finally, skn7 identified in Penicillium marneffei was shown to be involved in oxidative stress 

response and was successfully used to complement a skn7-disrupted strain of S. cerevisiae, 

indicating a highly conservative nature of skn7 function between these two organisms (Cao et 

al., 2009). 

As a whole, data accumulated in yeast and filamentous fungi suggest that the role of skn7 

overlaps, at least to some extent, with that of yap1. In that regard, skn7 could also be involved 

in regulating fungal secondary metabolism, given the previously illustrated link between yap1 

and secondary metabolism.  

 

  



 

 

 

Figure 4: Atf1 in Schizosaccharomyces pombe. (A) Atf1 contains a bZIP DNA-interacting 

domain at its C-terminus. (B) Under stress, Sty is stimulated and accumulates in the nucleus. 

Sty regulates the activity of atf1 by phosphorylation, which then regulates the expression of 

genes involved in stress response with pcr1.  

  



Introduction et contexte bibliographique 

 

            44  

 

Atf1/Atf2 

Atf1 was first described in S. pombe and belongs to the ATF/CREB protein family (Takeda et 

al., 1995). Constitutively nuclear, it contains a bZIP DNA-interacting domain at its C-

terminus (Figure 4A) (Takeda et al., 1995, Wilkinson et al., 1996). In S. pombe, atf1 is under 

the control of the STY signaling pathway (MAPK cascade), which is homologous to the S. 

cerevisiae HOG pathway (Brewster et al., 1993, Millar et al., 1995). Under stress and 

particularly oxidative conditions, the MAP kinase sty accumulates in the nucleus and is 

activated by phosphorylation, as shown in Figure 4B. Once phosphorylated, sty plays a role in 

the activation (phosphorylation) of the atf1 transcription factor followed by rapid induction of 

the expression of target genes, including the catalase gene ctt1 (Wilkinson et al., 1996). 

Previous studies showed that atf1 forms a heterodimer with the b-ZIP transcription factor pcr1 

prior targeted DNA binding (Figure 4B) (Eshaghi et al., 2010, Lawrence et al., 2007, 

Watanabe and Yamamoto, 1996). The formation of such dimer is necessary to the induction 

of most stress-inducible genes upon stress provoked by the presence of H2O2 or KCl (Sanso et 

al., 2008).  

Atf1 homologues were identified in filamentous fungi. AtfA in A. nidulans was demonstrated 

by Lara-Rojas et al., in 2011, to interact with sakA, a stress-activated MAP kinase, similar to 

sty MAP kinase. AtfA was shown to participate to both t-BOOH and H2O2 oxidative stress 

response by regulating the expression of the catalase-coding genes catA and catB. Similar to 

atf1 in S. pombe, atfA is localized in the nucleus whether or not stress conditions are present. 

On the contrary, sakA accumulates in the nucleus in response to stress (Lara-Rojas et al., 

2011). In A.oryzae, two ESTs encoding b-ZIP proteins with similarities to the ATF/CREB 

family of transcription factors have been identified and named atfA and atfB (Sakamoto et al., 

2008, Sakamoto et al., 2009). The function of these two transcription factors was clarified by  
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the previous authors whose results indicate that ΔatfA conidia are more sensitive to H2O2 than 

ΔatfB conidia. In addition, all genes regulated by atfB are regulated by atfA, whereas some of 

the genes under the control of atfA are not related to atfB, including a gene encoding a 

catalase (Sakamoto et al., 2008, Sakamoto et al., 2009). In N. crassa, mutant strains carrying a 

disrupted atf1 gene are unable to activate the expression of the catalase-coding cat1 gene 

(Yamashita et al., 2008). However, data investigating atfA/B targets remain scarce, and 

current knowledge does not permit a broad representation of the response to stress. 

Remarkably, the atfB homolog identified in A. parasiticus seems to be directly involved in the 

regulation of secondary metabolism (Hong et al., 2013b). More precisely, under aflatoxin-

inducing conditions, atfB was shown to bind promoters of genes involved in aflatoxin 

biosynthesis. Moreover, atfB seems to be an important regulator of the pathway coupling 

aflatoxin production and response to oxidative stress (Roze et al., 2011). A link between atfB 

and secondary metabolism can therefore be established.  

Additional studies have highlighted the role of atf transcription factors in oxidative stress 

response and secondary metabolism (Guo et al., 2010, Nathues et al., 2004, Temme et al., 

2012, Van Nguyen et al., 2013). In B. cinerea, atf1 participates to vegetative growth and 

stress tolerance, and interferes with the production of phytotoxic secondary metabolites, such 

as botrydial, which causes necrotic lesions on many host plants. Deletion of the factor results 

in an increase in phytotoxic secondary metabolites biosynthesis. This switch to secondary 

metabolism pathways could counteract the oxidative burst triggered by the host plant and then 

increase the aggressiveness of the fungus (Temme et al., 2012).  

In F. graminearum, atf1 is involved in the responses to oxidative and osmotic stress as well as 

the regulation of the type B trichothecenes mycotoxins production, including the vomitoxin 

deoxynivalenol (Van Nguyen et al., 2013). In the absence of atf1, indeed, a reduced virulence 
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is observed on wheat and maize, associated to higher levels of type B trichothecenes 

production (Van Nguyen et al., 2013). Again, this increase of toxin production could be a way 

to eliminate the excess of oxidant compounds, encountered during infection.  

Furthermore, atf1 homologues in M. oryzae (Guo et al., 2010) and Claviceps purpurea 

(Nathues et al., 2004) are involved in response to oxidative stress, and are essential for full 

virulence and modulation of plant defense response, by limitating oxidative burst.  

 

Among the transcription factors described above, yap1 seems to play a central role, that 

overlaps to some extent with that of skn7. Msn2 and msn4 are functionally redundant and 

seem to respond to a broad set of stresses, their activity varying depending on the considered 

stress condition. Indeed, they can induce the transcription of a large battery of genes. Atf1 

also seems to respond to several stresses, but its target genes remain poorly described. As a 

whole, the findings briefly summarized here illustrate that the response to stress and the 

interactions of these transcription factors with antioxidant genes is complicated. Moreover, 

the tone is set between regulatory network in response to oxidative stress and secondary 

metabolism in filamentous fungi. 

 

IV- What is the link between oxidative stress and secondary metabolism? 

Fungi represent one of the most productive sources of secondary biologically active 

metabolites, many of them of industrial interest: antibiotics, compounds with anti-

inflammatory and anti-tumor activities, plant growth regulators, insecticides, environmental 

friendly pesticides and herbicides, pigments used in food industry (Yu and Keller, 2005). At 

the genome level, the genes encoding the biosynthetic pathway responsible for the production 

of such secondary metabolites are frequently spatially clustered together at certain position on  
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chromosomes. These clusters of genes often contain one or more specific transcription factors 

involved in regulating the expression of members of the cluster (Yu and Keller, 2005). In 

addition, numerous reports have highlighted the control of secondary metabolites production 

at an upper level by global transcription factors encoded by genes located outside the cluster 

itself (Merhej et al., 2011b, Reverberi et al., 2010, Yu and Keller, 2005). For example, 

secondary metabolism and pH- or light-mediated regulations are linked (Merhej et al., 2011a, 

Merhej et al., 2012). The increasing number of studies describing the modulation of 

secondary metabolism by oxidative stress illustrates the growing interest for such global 

regulation (Hong et al., 2013b, Ponts et al., 2007, Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 

2008). 

Most of the former studies linking secondary metabolism and oxidative stress are devoted to 

mycotoxin biosynthesis, with the exception of one study dealing with the production of 

riboflavin by A. gossypii (Walther and Wendland, 2012). For example, accumulation of 

aflatoxin in A parasiticus (Jayashree and Subramanyam, 2000, Reverberi et al., 2008), of 

ochratoxin A in A. ochraceus (Reverberi et al., 2012) and of trichothecenes B in F. 

graminearum (Ponts et al., 2006) were shown to be stimulated by oxidative stress. 

Accordingly, antioxidant compounds with well-known antifungal properties, e.g. phenolics, 

have been reported as potent mycotoxin biosynthesis inhibitors in Aspergillus spp. (Kim et al., 

2006, Mahoney and Molyneux, 2004). For example, antioxidant phenolic constituents from 

walnuts, shiitake mushrooms, or maize can inhibit aflatoxin biosynthesis by Aspergillus 

species (Mahoney and Molyneux, 2004, Nesci and Etcheverry, 2006, Reverberi et al., 2005). 

Phenolic antioxidants such as caffeic acid or chlorogenic acid were also reported as potent 

inhibitors of ochratoxin A production by several Aspergillus species (Palumbo et al., 2007). 

Similar conclusions were reported for type B trichothecenes production by F. graminearum  

  



 

 

 

 

Figure 5: A link between oxidative stress and secondary metabolism. After infection by 

the fungus (1), the plant produces huge amounts of ROS (oxidative burst) (2) which induce in 

return a general transcriptional activation of stress response genes (3) and also the genes 

encoding secondary metabolites biosynthesis (4). Consequently, the fungus can overcome the 

oxidative burst not only thanks to antioxidant activities but also by producing secondary 

metabolites acting both as a scavenging mechanism of ROS and as virulence factors.  
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that was significantly decreased in the presence of phenolic compounds, and more especially 

ferulic acid (Bakan et al., 2003, Boutigny et al., 2009). 

The regulation of fungal secondary metabolism in response to oxidative stress has previously 

been ascribed to the action of several of the transcription factors described in the second part 

of this review. In Aspergillus spp. this regulation is mediated by ssrA, ap1, msnA or atfB 

(Chang et al., 2011, Hong et al., 2013b, Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2008, Roze et 

al., 2011). According to Walther and Wendland in 2012, ap1 plays a key role in regulating 

riboflavin biosynthesis by A. gossypii, but also in the production of trichothecenes by F. 

graminearum (Montibus et al., 2013). Atf1 seems to be involved in the biosynthesis of 

phytotoxic metabolites in B. cinerea (Temme et al., 2012) as well as in the production of type 

B trichothecenes in F. graminearum (Van Nguyen et al., 2013). In the case of fungal 

pathogens, the overlap between oxidative stress and secondary metabolism can be interpreted 

as an adaptive mechanism resulting from the molecular dialog between the plant host and the 

fungus (summarized in Figure 5). At the beginning of the infection process, the fungal 

pathogen overcomes the plant defensive oxidative burst by activating the expression of 

antioxidant detoxifying activities. In parallel, this plant oxidative burst can also stimulate the 

production of secondary metabolites by the pathogen, e.g. the production of type B 

trichothecenes by F. graminearum (Ponts et al., 2006). Considering that some of these 

metabolites, including trichothecenes, act as aggressiveness factors, such effects have 

important consequences in terms of fungal development and spread of the disease 

(Colmenares et al., 2002, Proctor et al., 1997, Reverberi et al., 2008). Finally, the biosynthesis 

of secondary metabolites such as riboflavin could also represent a scavenging mechanism 

against ROS and therefore play a role in fungal survival (Scott and Eaton, 2008, Walther and 

Wendland, 2012, Yu and Keller, 2005). Accordingly, we could suppose that the biosynthesis 

of mycotoxins helps the fungal cell to maintain safe levels of intracellular ROS. 
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This review emphasizes the probable link between oxidative stress and secondary metabolism 

in fungi. This relationship has been particularly highlighted in a recent report that strongly 

suggests that the transcription factors atfB, ssrA, ap1 and msnA participate in a regulatory 

network inducing aflatoxin biosynthesis as part of the response to oxidative stress in A. 

parasiticus (Hong et al., 2013b). Nonetheless, despite tremendous progress on the matter, the 

connection between the regulation of secondary metabolites and oxidative stress is far from 

being completely elucidated. Nevertheless, such an interaction offers promising prospects for 

large-scale production of secondary metabolites of industrial interest (e.g. antibiotics), or for 

the control of mycotoxin accumulation in crops. For example, antioxidants such as some 

phenolics, are generally abundantly present in many plants including cereals at the stage of 

grain filling corresponding to the moment when mycotoxins accumulate. These antioxidants 

could negatively interfere with toxin production (Atanasova-Penichon et al., 2012). In the 

latter case, manipulating the content of these antioxidant compounds in crops may represent a 

tool to help managing the mycotoxin threat in food and feed. Secondary metabolism and 

response to oxidative stress are connected, but the relationship remains to be characterized to 

better understand coping mechanisms in fungi. 
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VIII- La modulation de la production de TCTB ne peut être 

déconnectée des voies métaboliques 

L’adaptation de F. graminearum à son environnement passe par une réorganisation de sa 

transcription. Cette adaptation à l’environnement serait un évènement moteur dans la 

régulation du métabolisme secondaire. Ainsi, la réponse à plusieurs changement comme le 

pH, la lumière ou le stress oxydant a été étudiée chez F. graminearum (Merhej et al., 2011b). 

Il manque cependant des travaux plus globaux pour comprendre totalement les circuits de 

régulation impliqués en lien avec la production de trichothécènes. Des analyses 

métabolomiques ont été entreprises chez F. graminearum pour comparer une souche sauvage 

et une souche non productrice de TCTB, délétée pour Tri5 (Chen et al., 2011). Les résultats 

indiquaient que la délétion de Tri5 n’affectait pas seulement la production de TCTB, mais 

également le métabolisme primaire en incluant une altération du cycle de Krebs (Chen et al., 

2011). Une étude plus récente menée dans notre laboratoire, a montré qu’en cultivant F. 

graminearum en présence d’acide caféique, inhibiteur de la production de TCTB, la même 

observation pouvait être réalisée (Legoahec, 2012).  

Les analyses globales transcriptomiques permettent également d’identifier les réseaux de 

régulation et de mieux comprendre comment les voies de biosynthèse des métabolites 

secondaires sont régulées. Ces analyses globales ont été utilisées lors de l’interaction 

hôte/pathogène de F. graminearum ; elles portaient cependant principalement sur l’étude du 

transcriptome des céréales infectées (Boddu et al., 2006, Golkari et al., 2007). Des études plus 

récentes ont été réalisées chez F. graminearum pour étudier le processus d’infection. En 2006, 

une puce « microarrays » a été mise au point pour permettre de comparer le transcriptome de 

F. graminearum en culture avec différentes sources de nutriments et suite à une croissance sur 

orge (Güldener et al., 2006). Seulement 514 séquences ont été détectées dans toutes les  
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conditions de culture (Güldener et al., 2006). Des profils d’expression de gènes ont également 

été comparés suite à l’infection du blé ou de l’orge (Boddu et al., 2006, Lysoe et al., 2011). 

Une étude a également été menée pour identifier les cibles des gènes Tri6 et Tri10 chez F. 

graminearum (Seong et al., 2009). Ainsi Tri6 ne régule pas seulement la voie de biosynthèse 

des trichothécènes mais contrôle également d’autres gènes liés au métabolisme secondaire et à 

la pathogénicité (Seong et al., 2009). Récemment, une étude RNA-seq a été réalisée sur F. 

graminearum pour améliorer l’annotation du génome et a permis d’identifier 377 gènes qui 

étaient mal annotés et, par cette technique, près de 80% des gènes prédits étaient détectés 

(Zhao et al., 2013). Cependant aucune étude n’a à ce jour fait le lien entre réponse au stress 

oxydant et production de trichothécènes.  

Une étude de la réponse au changement de pH a été entreprise dans notre laboratoire par 

« microarrays » et a permis d’identifier 545 gènes dont l’expression était spécifiquement 

modulée (Merhej, 2010). L’utilisation des microarrays permet d’analyser un profil de 

transcripts sur un génome entier dans différentes conditions environnementales (Schena et al., 

1995). Cependant, l’approche RNA-seq, récemment développée, présente des avantages par 

rapport aux techniques de « microarrays ». Cette technique présente une résolution à la paire 

de base près, ne présente pas de bruit de fond, n’a pas de limite pour la quantification, est très 

reproductible et ne requiert que peu d’ARN (Wang et al., 2009). Nous avons donc choisi cette 

technique pour étudier le transcriptome de F. graminearum en réponse à des variations redox. 

Ce point sera développé dans le chapitre 4. 
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IX- Projet de thèse 

Pour ce projet de thèse, nous avons centré nos études sur le champignon F. graminearum 

producteur de trichothécènes de type B. En effet, ces toxines sont les plus fréquemment 

retrouvées dans les céréales produites à travers le monde suite à l’infection par ce champignon 

(Goswami and Kistler, 2004). La réglementation du taux de DON dans les céréales destinées 

à l’alimentation humaine a des conséquences économiques importantes. Comme 

précédemment décrit, le champignon est vraisemblablement exposé au stress oxydant lors de 

l’infection de la plante hôte. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à la réponse aux 

variations de stress oxydant et aux mécanismes qui la régulent chez F. graminearum. Ces 

mécanismes, très étudiés chez d’autres organismes comme la levure S.cerevisiae ou encore 

chez les champignons du genre Aspergillus, ont été détaillés dans notre revue bibliographique. 

Cette revue a permis d’illustrer le peu de connaissances actuelles pour F. graminearum. Nous 

nous sommes intéressés plus particulièrement au facteur de transcription de type ap1 impliqué 

dans la régulation du stress oxydant. D’une part ce facteur, appelé yap1 chez la levure, est 

parfaitement décrit chez cet organisme, et est étudié chez de nombreux champignons 

filamenteux. D’autre part, il semble avoir un rôle prépondérant dans la réponse au stress 

oxydant en tant que senseur. Chez la levure, yap1, en conditions normales, est principalement 

localisé dans le cytoplasme. Suite à un stress oxydant, ce facteur change de conformation, se 

retrouve localisé au noyau et va activer l’expression de gènes encodant des activités 

détoxifiantes (Kuge et al., 2001). Des études chez Aspergillus spp. ont démontré un lien entre 

l’homologue du facteur yap1, la réponse au stress oxydant et la production de métabolites 

secondaires (Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2008). Nous avons donc dans cette thèse 

étudié le rôle du facteur de type ap1 chez F. graminearum.  
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Dans le premier chapitre, une étude portant sur le rôle de l’homologue de yap1 chez 

F.graminearum, nommé Fgap1, a été réalisée par une approche de génétique avec la création 

de souches mutantes affectées pour ce gène. L’implication de Fgap1 dans la régulation de la 

production de toxines chez une souche DON/ADON et la régulation de l’expression de gènes 

impliqués dans la détoxification ont été analysées en réponse à un stress oxydant. Le pouvoir 

pathogène de ces mutants a également été testé.  

Dans un second chapitre, une étude comparative sur l’effet de Fgap1 entre une souche de 

chémotype DON/ADON et une souche de chémotype NIV/FX a été entreprise. L’effet de pro-

oxydants sur la production de toxines et l’activité détoxifiante des souches ont été analysées.  

Dans le troisième chapitre, nous nous sommes intéressés au rôle potentiel de Fgap1 dans la 

réponse à différentes molécules connues pour leurs propriétés antioxydantes. L’effet de 

l’acide caféique et de l’acide férulique, composés phénoliques majoritairement présents dans 

les céréales, a été étudié.  

Dans un dernier chapitre, nous avons élargi notre étude en utilisant une analyse 

transcriptomique par une approche RNAseq, sur le génome complet de la souche sauvage et 

des mutants de Fgap1 placés dans différentes conditions redox. Identifier les réseaux de 

régulation impliqués dans la réponse aux variations redox était l’objectif principal de cette 

approche.  

.  
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Dans l’introduction bibliographique, nous avons détaillé la fonction de plusieurs facteurs de 

transcription impliqués dans la réponse au stress oxydant. Ces facteurs ont été étudiés chez 

différents champignons filamenteux. Le facteur ap1 semble jouer un rôle prédominant dans 

cette réponse face au stress oxydant. De plus, il est impliqué dans la régulation du 

métabolisme secondaire chez Aspergillus spp. ou encore chez A. gossypii. Nous avons donc 

choisi de concentrer nos études sur la fonction de ce facteur ap1 chez F. graminearum.  

Dans ce premier chapitre, nous avons voulu mettre en évidence le rôle joué par ap1 dans la 

réponse au stress oxydant chez une souche de F. graminearum de chémotype DON/ADON. 

Pour cela, plusieurs mutants ont été réalisés. Un mutant « perte de fonction » a d’abord été 

construit, pour analyser l’effet de la délétion sur le métabolisme secondaire et la réponse au 

stress. Un mutant constitutivement actif a ensuite été construit. La séquence nucléotidique 

correspondant au signal d’export nucléaire de Fgap1 a été tronquée et remplacée par un codon 

stop. Cette séquence tronquée a été placée derrière le promoteur fort pGPD pour obtenir une 

expression constitutive de la protéine obtenue. Le phénotype des mutants a ensuite été analysé 

en termes de réponse face au stress, de production de TCTB et d’expression des gènes Tri. 

L’analyse de l’expression des gènes codant pour des activités antioxydantes a également été 

entreprise. Enfin, la pathogénicité de ces mutants a été analysée sur blé.   

Nos résultats confirment que Fgap1 intervient bien dans la réponse au stress oxydant mais 

montrent aussi qu’il joue un rôle dans la modulation du métabolisme secondaire chez F. 

graminearum. Par contre, Fgap1 ne semble pas intervenir dans la pathogénicité de nos 

souches. Ces résultats sont présentés dans l’article ci-après. Un travail complémentaire a été 

réalisé sur la localisation subcellulaire du facteur Fgap1 et est présenté à la suite de l’article.   
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Abstract  

Redox sensing is of primary importance for fungi to cope with oxidant compounds found in 
their environment. Plant pathogens are particularly subject to the oxidative burst during the 
primary steps of infection. In the budding yeast Saccharomyces cerevisiae, it is the 
transcription factor Yap1 that mediates the response to oxidative stress via activation of genes 
coding for detoxification enzymes. In the cereal pathogen Fusarium graminearum, Fgap1 a 
homologue of Yap1 was identified and its role was investigated. During infection, this 
pathogen produces mycotoxins belonging to the trichothecenes family that accumulate in the 
grains. The global regulation of toxin biosynthesis is not completely understood. However, it 
is now clearly established that an oxidative stress activates the production of toxins by F. 

graminearum. The involvement of Fgap1 in this activation was investigated. A deleted 
mutant and a strain expressing a truncated constitutive form of Fgap1 were constructed. None 
of the mutants was affected in pathogenicity. The deleted mutant showed higher level of 
trichothecenes production associated with overexpression of Tri genes. Moreover activation 
of toxin accumulation in response to oxidative stress was no longer observed. Regarding the 
mutant with the truncated constitutive form of Fgap1, toxin production was strongly reduced. 
Expression of oxidative stress response genes was not activated in the deleted mutant and 
expression of the gene encoding the mitochondrial superoxide dismutase MnSOD1 was up-
regulated in the mutant with the truncated constitutive form of Fgap1. Our results 
demonstrate that Fgap1 plays a key role in the link between oxidative stress response and F. 

graminearum secondary metabolism. 
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I- Introduction 

Fusarium graminearum (teleomorph Gibberela zeae) is the main causal agent of the 

Fusarium head blight (FHB), a disease that can affect wheat, barley, rice or maize, and 

potentially causes important economic losses. In addition, the occurrence of FHB is often 

associated with kernel contamination by mycotoxins that are produced in the field by 

Fusarium. Among the frequently encountered mycotoxins, type B trichothecenes (TCTB) are 

predominant (Kimura et al., 2007). Type B trichothecenes consist of deoxynivalenol (DON) 

and its acetylated C-3 and C-15 derivatives (3ADON and 15ADON, respectively), as well as 

nivalenol (NIV) and its C-4 acetylated derivative, sometimes also called fusarenone X 

(4ANIV or FX) (Champeil et al., 2004). The presence of these mycotoxins in edible grains 

represents an important problem of food safety (Goswami and Kistler, 2004). In Europe, 

maximum acceptable DON levels in food destined for human consumption were established 

(EC No1126/2007). Accordingly, grains exceeding the established limits are not permitted for 

commercialization for human consumption. Trichothecenes are heat stable molecules and are 

not degraded during current food processing (Rocha et al., 2005). As a result, the best way to 

restrict trichothecenes content in food is to limit their biosynthesis by the fungus before 

harvest.  

The genes involved in type B trichothecenes biosynthesis pathway have been identified and 

named Tri genes (Alexander et al., 2009, Desjardins et al., 1993, Kimura et al., 2007). Most 

Tri genes are clustered in the genome in a so-called Tri5 cluster, named according to the gene 

coding for the first step of the biosynthetic pathway. It includes two transcription factors Tri6 

and Tri10 (McCormick et al., 2011). These two proteins activate expression of other Tri genes 

(Alexander et al., 2009, Seong et al., 2009). The full range of mechanisms controlling the 

accumulation of type B trichothecenes is, nonetheless, far from being completely understood.  
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Regulating the biosynthesis of TCTB involves several regulatory circuits, including those 

triggered by oxidative stress, such as the one produced by plants in response to pathogen 

invasion (Merhej et al., 2011). Indeed, during plant-pathogen interactions, pathogen 

recognition by the host leads to a plant-released oxidative burst, that consists of the 

production of reactive oxygen species (ROS) such as H2O2, involved in processes related to 

plant defense mechanisms. In response to such an oxidative burst, pathogens induce oxidative 

stress response (OSR) mechanisms to scavenge the elevated ROS levels (Heller and 

Tudzynski, 2011, Montibus et al., 2013, Shetty et al., 2008). In addition, these ROS also play 

a role during fungal pathogenesis as demonstrated in the rice blast agent Magnaporthe oryzae 

(Guo et al., 2011). The occurrence of an oxidative burst triggered after infection by F. 

graminearum has been demonstrated in barley or wheat (Yang et al., 2011, Zhou et al., 2005). 

Furthermore, previous works showed that treatment with H2O2 results in increased toxin 

accumulation and Tri genes expression by F. graminearum in vitro (Ponts et al., 2007, Ponts 

et al., 2006). In that context, previous results suggested that the production of trichothecenes 

by F. graminearum could be a mechanism the fungus triggers to cope with ROS production 

by the plants (Ponts et al., 2003).  

The mechanisms underlying the regulation of TCTB production in the presence of H2O2 are 

largely unknown in F. graminearum. In yeasts, a large variety of transcription factors form a 

regulatory network that is activated by different oxidative stimuli such as peroxides and 

diamide (Moye-Rowley, 2003, Vivancos et al., 2006). Within this network, the key role of the 

well-known ap1 transcription factor Yap1, in response to oxidative stress has been largely 

documented in the yeast Saccharomyces cerevisiae (Montibus et al., 2013, Rodrigues-

Pousada et al., 2010). Briefly, Yap1 localizes to the nucleus upon exposure to oxidative stress 

(Kuge et al., 1997, Yan et al., 1998), where it activates the transcription of target genes such 
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as cta1 and ctt1, coding respectively for peroxisomal and cytosolic catalase (Jamieson, 1998).  

Yap1 homologues have been identified in several filamentous fungi. In the rice blast fungus 

M. oryzae, the homologue of Yap1, Moap1 mediates the response to oxidative stress and is 

essential for aerial growth, conidia formation and pathogenicity (Guo et al., 2011). In 

Aspergillus fumigatus, a truncated version of the Yap1 homologue Afyap1 conferred 

resistance to oxidative stress (Qiao et al., 2010). In Aspergillus parasiticus and Aspergillus 

ochraceus, Apyap1 and Aoyap1 (the ap1 homologues in both species respectively) were not 

only involved in response to oxidative stress, but were also demonstrated to play a role in 

modulation of aflatoxin and ochratoxin A biosynthesis as well (Reverberi et al., 2012, 

Reverberi et al., 2008). This last finding suggested a probable link between the response to 

oxidative stress and secondary metabolism.  

Here, we characterize for the first time Fgap1, a homologue of Yap1, in F. graminearum.  

We engineered genetically modified strains of F. graminearum lacking Fgap1 (ΔFgap1 strain) 

or expressing a constitutively activated form of the protein (Fgap1
c 

trunc strain) and showed the 

key role played by Fgap1 in response to oxidative stress, in relation with the in vitro and in 

planta production of TCTB.  

II- Materials and methods 

II-1- Fungal strain and culture conditions 

Fusarium graminearum INRA 605 (collection INRA from Bordeaux, France) of chemotype 

DON/15ADON was used throughout the study. In our culture conditions, 15ADON is 

predominantly detected. Wild-type strain and mutant strains were propagated on Potato 
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Dextrose Agar (PDA, Difco-France) plates and maintained as frozen microconidial 

suspensions at -80°C with 25% glycerol.  

Growth assays were performed on complete medium (Ilgen et al., 2009) supplemented prior 

solidification with H2O2, cadmium, sorbitol or sodium chloride (Sigma Aldrich®, Saint Louis, 

USA).  

Spore suspensions were generated by inoculating fifteen agar plugs in 150 mL of CMC 

medium (15 g/L carboxylmethyl cellulose, 1 g/L yeast extract, 0.5 g/L MgSO4.7H2O, 1 g/L 

NH4NO3, 1 g/L KH2PO4) and incubating at 150 rpm and 25°C for three days. After filtration 

through Sefar Nitex 03-100 (100µm, SEFAR AG - Switzerland), spores were counted on 

Thoma cell and used as inoculum for GYEP liquid cultures (50 g/L glucose, 1 g/L yeast 

extract, 1 g/L peptone).Ten mL of GYEP in 25 mL Erlenmeyer flasks were inoculated with 

105 spores and incubated in the dark, at 25°C and 125 rpm for up to 14 days in the presence or 

absence of 0.5 mM H2O2 (Sigma Aldrich®, Saint-Louis, USA). Cultures were done in 

triplicate. Cultures were harvested by centrifugation during 15 minutes at 4500g and 4°C. 

Supernatants were stored at -20°C until trichothecene levels analysis. Mycelia were 

desiccated for 48h at 65°C to determine fungal dry biomass. When harvested for total RNA 

extraction, mycelia were quickly collected by vacuum filtration, rinsed with sterile water, and 

flash frozen in liquid nitrogen before short-term storage at -80°C until further analysis. 

II-2- Bacteria and yeast strains used for cloning 

Escherichia coli XL1-blue strain (genotype recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 

lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] and HST08 strain (genotype  F–, endA1, supE44, thi-

1, recA1, relA1, gyrA96, phoA, Φ80d lacZΔ M15, Δ (lacZYA - argF) U169, Δ (mrr - hsdRMS - 

mcrBC), ΔmcrA, λ– )  (provided with the In-Fusion® HD Cloning Kit – Clontech) were used 

for plasmid propagation.  Saccharomyces cerevisiae FY1679 diploid strain (donated by  
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François Doignon) of genotype MATa/MATα, ura3-52/ura3-52, trp1Δ63/TRP1, leu2Δ/LEU2, 

his3Δ200/HIS3, GAL2/GAL2 was used to perform the construction of the truncated gene. 

II-3- Type B trichothecenes analysis 

Four mL of GYEP culture supernatant were extracted with 8 mL of ethyl acetate (Fisher 

Scientific, Waltham, USA). Five mL of the organic phase were then evaporated to dryness at 

50°C under a nitrogen stream. For extraction from wheat samples, 5 volumes of 

acetonitrile/water (84%/16%) were added to finely grinded wheat kernels. After agitating for 

1 hour, and centrifugation, 5mL of the filtrate were purified using Trichothecene P columns 

(R-Biopharm, Darmstadt, Germany) before evaporation to dryness at 50°C under a nitrogen 

stream. Dried samples were resuspended in 500 µL of methanol/water (1:1, v/v) (Methanol 

Fisher Scientific, Waltham, USA) and cleaned up on 0.45µm filters (Phenomenex). 

Quantification analysis was performed on an Agilent Technologies 1100 series HPLC chain, 

equipped with an Agilent photodiode array detector (DAD) and the ChemStation 

chromatography manager software (Agilent, Waldbronn, Germany). Separation was achieved 

on a column kinetex 2.6U XB-C18 (4.6×150mm) maintained at 45°C. The mobile phase 

consisted of water acidified with orthophosphoric acid to reach pH 2.6 (solvent A) and 

acetonitrile (solvent B). The flow was kept at 1mL/min for a total run time of 27 min. The 

injection volume was set to 5µL. TCTB were separated in gradient elution as follows: 93-7% 

B, 70-30% B in 10 min, 10-90% B in 25 min, 93-7% B in 12 min. UV-VIS spectra were 

measured from 220 to 550 nm and peak areas were measured at 230 nm. Quantification was 

performed using external calibration with standard solutions prepared from pure powders 

(Sigma Aldrich®, Saint-Louis, USA). 

II-4- In silico identification of Fgap1  

The sequences of Yap1 from S. cerevisiae (NCBI accession number NP_013707.1) and its 

homologues in Schizosaccharomyces pombe (NCBI accession number NP_593662.1) and Aspergillus 



Table S1: List of primers used for vector constructions and transformants screening. 

a
Capitalized sequences in the YAPAmont-HY R and YAPAval-HY F primers 

correspond to the hygromycin resistance cassette to allow overlapping between the 

5’UTR, the hygromycin resistance cassette and the 3’UTR. 

b
Sequences underlined in the YapAmontIFC F and YapAvalIFC R primers correspond 

to the multiple cloning site of the pBCSK plasmid digested with BamHI. 

c
Sequences underlined in the 5fpGPDdeb F and 3rTtrpcfin R primers correspond to the 

multiple cloning site of the pRS426 plasmid digested with BamHI and HindIII.  

d
Capitalized sequences in the Yap-pGPD F and Yap-TtrpC R primers correspond to 

pGPD and TtrpC sequences respectively to allow overlapping between pGPD, Fgap1 

andTtrpC.  

  

Oligonucleotide sequence (5’ —> 3’) 

Yapamont F ccgtctacccaggtgtcact 

Yapaval R ctgcgcacgttttgtatttg 

neoHY-1-fin F ggccgccctgtctccggtgtccct 

neoHY-8-début R ctagaagaggtaaacccgaaacg 

YAP-avalHY F 
a
 GGACACCGGAGACAGGGCGGCCaccaacaagatccggctgta 

YAP-amontHY R 
a
 GCGTTTCGGGTTTACCTCTTCTAGggctgtgaggctcgtagaag 

YapAmontIFC F 
b
 gcagcccgggggatccccgtctacccaggtgtcact 

YapAvalIFC R 
b
 tagaactagtggatccctgcgcacgttttgtatttg 

5fpGPDdeb F 
c
 aacgccagggttttcccagtcacgacgtagaattcccttgtatctctacac 

3rTtrpcfin R 
c 

 

ggataacaatttcacacaggaaacagctagaattcaagagcggattcctcagtc 

Yap-pGDP F 
d
 TATTCATCTTCCCATCCAAGAACCTTTAatggcttctaccggcactggaggcac 

Yap-TtrpC R 
d
 GTTTGATGATTTCAGTAACGTTAAGTGtgtgccttgggacaagcttgg 

pGPDyap R                                                 cattaaaggttcttggatgggaagatg 

TtrpC F                                    cacttaacgttactgaaatcatca 
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fumigatus (NCBI accession number XP_750882.1) were used as input for BLAST (Altschul et al., 

1990) against the Fusarium Comparative database from the Broad Institute 

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group), to identify sequences with 

high similarities  in the translated genome of F. graminearum (version 3). Multiple protein alignments 

were performed with ClustalW (Thompson et al., 2002). 

II-5- Engineering of ΔFgap1, ΔFgap1:ap1 and Fgap1
c
trunc 

ΔFgap1 was obtained by replacing the genomic copy of the Fgap1 coding sequence in the F. 

graminearum INRA 605 strain by a hygromycin resistance cassette. First, the flanking regions 

corresponding to a 988bp fragment upstream the starting codon and a 800 bp fragment 

downstream the stop codon and the hygromycin resistance cassette were amplified using the 

Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Finnzymes) as follows: the primers neoHY-1-fin 

F/neoHY-8-début R (see Table S1) were used to amplify a 2.1 kb fragment corresponding to 

the hygromycin resistance cassette, from the pBCSKneohygro plasmid, containing hph gene 

under the control of the Neurospora crassa CPC1 promotor and the Aspergillus nidulans trpC 

terminator. The flanking regions were amplified with two pairs of primers : YapAmontIFC F/ 

YAPAmont-HY R and YAPAval-HY F/ YapAvalIFC R respectively (see Table S1). PCR 

were performed using the following conditions: 98°C for 10 min, 35 × [98°C for 30 s, 64°C 

for 30 s, 72°C for 30 s/kb], 72°C for 5 min. The amplified fragments were purified from a 1% 

agarose gel using the QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands) 

according to the manufacturer’s instructions. The In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech, 

Mountain View, USA) was used for recombination of the three PCR products via overlapping 

hygromycin sequences and cloning into the pBCSK+ (Stratagene), according to the 

manufacturer’s instruction. The construction and sequence fidelity were confirmed by 

sequencing (Cogenics – Genome Express Grenoble – France). The construction was amplified  
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using primers YapamF and YapavR and was used to transform protoplasts of the 

F.graminearum  strain. The deleted strain selected for further studies was complemented by 

co-transformation with the wild-type sequence of Fgap1, including 1000 bp of the promotor 

region and 800 bp of the terminator region, and the pSM334 plasmid (Marek et al., 1989) 

carrying the geneticin resistance marker. Fgap1
c
trunc was generated in the yeast strain FY1679, 

maintained on solid YPD (yeast extract 10g/L, peptone 20g/L, dextrose 20g/L). First, the 

Aspergillus nidulans promotor pGPD and the terminator TtrpC were amplified from the 

PAN8.1 plasmid (Punt et al., 1990) using the primer pairs 5fpGPDdeb F/pGPDyap R and 

TtrpC F/3rTtrpcfin R respectively (see Table S1). The Fgap1 truncated version (protein 

truncated after the Q residue at position 517, see Figure S1) of the Fgap1 coding sequence 

was amplified from the genomic DNA of the F. graminearum wild-type strain using the 

primer pair Yap-pGDP F/Yap-Ttrpc R (see Table S1). PCR was performed using the Phusion 

High-Fidelity DNA polymerase (Finnzymes) as follows: 98°C for 10 min, 35 × [98°C for 30 

s, 62°C for 30 s, 72°C for 30 s/kb], 72°C for 5 min. The final construction was obtained by 

transforming the yeast strain FY1679 with the three PCR products and the pRS426 plasmid 

digested by BamHI and HindIII, according to Collopy et al (Collopy et al., 2010), allowing 

multiple recombinations via the overlapping sequences. The full-lengh construct was finally 

amplified by PCR using the primers GPDdeb F and Ttrpcfin R and cloned in the pCB1004, 

carrying the hygromycin resistance cassette (Carroll et al., 1994) before transforming F. 

graminearum. The construction and sequence fidelity were confirmed by sequencing 

(Cogenics – Genome Express Grenoble – France). 

II-6- Fungal transformation 

A total of 3×107 spores were incubated in 100 mL of GYEP liquid medium for 12h at 25°C 

and 150 rpm in the dark. Cultures were then filtered on vacuum system, washed with 20mL of  
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NH4Cl 1M and treated with 16 mg of Driselase® (Sigma Aldrich®, Saint-Louis, USA) in a 

final volume of 20mL of NH4Cl 1M. After 2h of incubation at 26°C and 60 rpm, protoplasts 

were filtered through Sefar Nitex 03-100 (100µm, SEFAR AG-Switzerland), collected by 

centrifugation at 950g for 10 min and resuspended in 10mL of 0.6M Sorbitol in MOPS 10 

mM, pH 6.3. The protoplast solution was then carefully layered onto 10 mL of a 1.2M MgSO4 

pH5.8. After centrifugation at 950 g for 10 min, purified protoplasts were collected at the 

phases interface and resuspended in 20 mL of sorbitol 1M in MOPS 10mM pH 6.3. After 

centrifugation at 950 g for 10 min, the pellet was finally resuspended in 200µL of sorbitol 

/CaCl2 buffer (Sorbitol 1M, MOPS 10mM, CaCl2 40mM, pH 6.3) and kept on ice until 

transformation.  

2×107 protoplasts in 100µL of sorbitol /CaCl2 buffer pH 6.3 were transformed with 5µg of 

target DNA in 60 µL of Tris-EDTA-CaCl2 buffer (Tris 10mM, EDTA 1mM, CaCl2 40mM, 

pH 7.5) and incubated for 20 min on ice. 160 µL of PEG 60% in Sorbitol 0.6M was then 

added and incubation was carried on for 15 min at room temperature. Protoplasts were finally 

spread on PDAS agar plates (39g/L Potato Dextrose Agar and sucrose 20%) containing 

hygromycin B (60µg/mL) or geneticin (100µg/mL).  

Transformants were purified by monoconidial isolation and screened for successful insertions 

of the desired constructs by PCR using the primers listed in Table S1. Genomic DNA was 

extracted from 50 mg of freeze dried mycelium as described previously (Javerzat et al., 1993). 

Reactions were performed with the GoTaq DNA Polymerase (Promega, France) according to 

the manufacturer’s instructions.   

II-7- Southern blot analysis  

Transformants that passed the PCR pre-screening were further checked by Southern blot 

analysis, using the DIG system (Roche, Germany) according to a previously described  



Table 1: Primers used to amplify cDNA by real-time PCR.  

 

Gene (accession No) Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’) Tm(°C) 

GAPDH (FGSG_06257) TCAAGGGTGTTCTGGCCTAC AGTAACCCCACTCGTTGTCG 60 

Fgap1 (FGSG_08800) AACAGAACGGTGGACAATTC TGATTGCAGTTCATGTTCTGT 65 

Tri4 (FGSG_03535) TATTGTTGGCTACCCCAAGG TGTCAGATGCGCCTTACAAA 60 

Tri5 (FGSG_03537) GACCCTAAGCGACTACAG GTGCTACGGATAAGGTTC 60 

Tri6 (FGSG_03536) AGCGCCTTGCCCCTCTTTG AGCCTTTGGTGCCGACTTCTTG 63 

Tri12 (FGSG_03541) ATTCGGTACATGGGCT GCAGTGCTGTTCGTCA 60 

Tri101 (FGSG_07896) AGGGCATTAGCGAGGGAAACACA ACGGCACGCCTTGGAGAGTAGAC 61 

Catalase 1 (FGSG_06554) GGAAAGCCAGAACCAAACAA CGTTGACGAGAGTGTAGGTGTTGA 58 

Catalase 2 (FGSG_02881) TCTCTCCCTCCAACATGGTC CAGGGTGCGTAGACTTGGTT 62 

Catalase 3 (FGSG_06733) TCAACCGTCCTCTGTCTCCTATCC AGCCTTTTCCTTGTGTCTGGTT 60 

MnSOD1 (FGSG_04454) CTCTCCCCGATCTTCCCTAC CGGGTAACGATGGACAGAGT 62 

MnSOD2 (FGSG_02051) TTGCGTATCGTTACCACCAA TCAACATAGGCAGCCTTTCC 60 

Cu/ZnSOD1 (FGSG_08721) CACACCTTCGGTGACAACAC GGTCTCGTCAGAAGGAGCAC 62 

Cu/ZnSOD2 (FGSG_00576) AGCTCTCGCAGCAGTTCTTC CAGGATCAACGTGAATGTGG 60 
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protocol (Florent et al., 2009). Five µg of genomic DNA from ΔFgap1 or Fgap1
c
trunc was 

digested with SalI (Promega, France) or with PstI (Promega, France) respectively, and 

separated by 0.8% agarose gel electrophoresis. After transfer onto nylon membranes (Hybond 

N+, Amersham), DIG-labeled probes synthesized with a PCR DIG probe synthesis kit 

(Roche, Germany), were hybridized following manufacturer’s instructions. The probe 1 

matches the core sequence of Fgap1 and was generated by PCR amplification using the 

primers 5’-AATTCGGCAATGTCGATCTC-3’ and 5’-TGGGACAAGCTTGGAGTTTC-3’. 

The probe 2 corresponding to the 3’ end of Fgap1, was generated using the primers 5’-

AACAGAACGGTGGACAATTC-3’ and 5’-TGTGCCCCACTTGATGACTA-3’.  

II-8- RNA extraction and cDNA preparation 

 Fifty mg of freeze-dried mycelium was grinded with the TissueLyser® (Qiagen, Venlo, The 

Netherlands) for 30 sec at 30Hz, and total RNA was extracted using the RNeasy® Plant Mini 

Kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands) following the manufacturer’s instructions. Eventual 

contaminations with gDNA were removed after treatment with the TURBO DNA-free™ Kit 

(Ambion) following the manufacturer’s instructions. The samples were quantified with the 

Nanodrop ND 1000 spectrophotometer (Labtech International, UK) and their quality was 

assessed by agarose gel electrophoresis. 1µg of total RNA was reverse transcribed using the 

SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Life Technologies, Invitrogen) 

with oligo dT priming, according to the manufacturer’s instructions and kept at -20°C until 

further analysis.  

II-9- Gene expression analysis 

Analyses were performed using 1µL of each cDNA preparation (corresponding to 10ng of 

total RNA input in the reverse transcription)  mixed in a 10µL-reaction volume, using the 

QuantiFast™ SYBR® Green PCR kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands). Reactions were  



 

 

Figure S1: Multiple sequence alignment of Fgap1 with others ap1 homologous 
sequences. Sequences from F. graminearum (FGSG_08800.3), A. fumigatus (XP_750882.1), 
S. pombe (NP_593662.1) and S. cerevisiae (NP_013707.1) were aligned with ClustalW online 
software. Conserved regions are shaded. Two domains are conserved: the b-zip domain, with 
the basic region and the leucine zipper and the nuclear export signal, embedded within the c-
CRD. Blue arrows correspond to the cysteine residues of the c-CRD. Green arrows 
correspond to the n-CRD found in Yap1 and Pap1. Red stars correspond to the cysteine 
residues found only in the C-terminal part of Fgap1.   

b-zip  domain 

Nuclear export signal 
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carried out on a LightCycler® LC2.0 system equipped with the LightCycler software 3.5.3 

(Roche, Germany). For each gene, efficiency was evaluated with serial dilutions of the pooled 

cDNA samples and data analyses were performed as previously described (Ponts et al., 2007). 

Expression levels of the studied genes (see Table 1), normalized to the expression of the 

housekeeping gene GAPDH, and statistical analyses were performed using REST® software 

(Relative Expression Software Tool) (Pfaffl et al., 2002, Pfaffl, 2001).  

II-10- Plant infection assays 

The susceptible spring wheat cultivar Nandu (Lochow-Petkus, Bergen-Wohlde, Germany) 

was used for virulence assays. Plants were cultivated in a growth chamber at 20°C with a 

photoperiod of 16 h and 60% relative humidity, and then transferred to infection chambers 

with optimized conditions. For each strain tested, a suspension of 103 conidia in 10 µl of the 

wild type and all mutants was inoculated into each of two central spikelets at the early stages 

of anthesis according to a previously described protocol (Jenczmionka and Schäfer, 2005). 

The inoculated spikes were enclosed in small plastic bags misted with water for the first 

3 days and then monitored for up to three weeks in the infection chambers. Wheat spikes 

inoculated with 10 µl of pure water were used as the negative control. After three weeks, the 

ears were separated from the whole plant, photographed, lyophilized, grinded and conserved 

at -20°C until toxin analysis. 

II-11-Expression of results and statistical analysis 

All results for trichothecene production were expressed as the arithmetic mean values ± SD of 

experiments performed in three independent biological repeats. Results for disease index were 

expressed as the arithmetic mean values ± SD of all spikes. Values were compared by 

performing the Student’s t-test. The value p = 0.05 was chosen as the point of statistical 

significance. Differential gene expression was analyzed with REST [39, 40] using the gene  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Radial growth assay to evaluate stress tolerance in F. graminearum wild-type 
strain and mutants. F. graminearum wild-type strain, ΔFgap1, ΔFgap1:ap1, and Fgap1

c
trunc 

were grown 7 days under oxidative stress with cadmium chloride 150 µM (CdCl2) or H2O2 (15 
mM), osmotic stress with sorbitol (1 M) or NaCl (1 M).  
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encoding GAPDH as internal reference (5000 permutations, p ≤ 0.05). Results are reported in 

the log2 value of the ratio mutant vs wild-type strain or treated condition vs control.  

III- Results  

III-1- Identification of Fgap1, a Yap1 homologue in F. graminearum 

A genome-wide search of F. graminearum for the presence of a putative ap1 protein 

homologous to the S. cerevisiae Yap1, the Schizosaccharomyces pombe Pap1, and the A. 

fumigatus Afyap1 was performed using BLAST (see Materials and Methods). We identified 

the gene FGSG_08800 (Fusarium Comparative Database, accession number), coding for a 

588 amino acids-long protein with significant homology with the above ap1 factors, referred 

to as Fgap1 from now on. Fgap1 is 2456 bp-long and contains two introns. Alignment of the 

Fgap1 protein sequence to those of Yap1, Pap1 and Afyap1 shows two conserved domains: an 

N-terminal b-zip domain (basic leucine zipper domain), and a C-terminal nuclear export 

signal (NES) embedded in a characteristic cysteine-rich domain, or c-CRD (Rodrigues-

Pousada et al., 2004) (Figure S1). Yap1 and Pap1 classically contains another CRD, the n-

CRD (Figure S1), that is absent from Fgap1. Previous data showed however that this n-CRD 

is optional for nuclear localization in S. cerevisiae (Yan et al., 1998) and the function of 

Fgap1 is likely unaffected by its absence. Fgap1 contains 3 others cysteines in the C-terminal 

part of the protein (Figure S1), whose function remains to be clarified. In conclusion, Fgap1 

contains the b-zip domain and the c-CRD domain containing the NES, essential for ap1-like 

full functions.  

III-2- Stress tolerance and Fgap1 

We analyzed the role of Fgap1 in tolerance to stress, using reverse genetics approaches. Three 

different F. graminearum mutant strains were engineered. First, we deleted the genomic copy  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Fgap1 plays a role in toxin accumulation and Tri genes expression. (A) DON + 
15 ADON yields (in ng of toxins produced per mg of dry fungal biomass) in the wild-type and 
the mutant strains after 3, 5 and 14 days of growth, ND stands for not detected. Error bars 
represent the standard deviation of three biological replicates. (B) Expression ratio 
mutant/wild-type (in log2 ratio scale) for Tri genes after 5 days of culture. The star indicates a 
significant difference compared to the wild-type (p<0.05). 

 

 

Table 2: Toxin analysis and genes expression in the wild-type strain, the ΔFgap1 and the 

ΔFgap1:ap1 after 4 days of growth. 

Analysis  Wild-type ΔFgap1 ΔFgap1:ap1 

DON+15ADON yield (ng/mg 

of dry biomass) 
10.4 ± 1.3 208.7 ± 90.5

a
 3.3 ± 2.1a 

Tri5 expression 

(Log2(Mutant/Wild-type)) 
_ 2.3 ± 0.2

a
 0.9 ± 0.08 

ameans significantly different from wild-type ; p≤0.05 
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of Fgap1 in F. graminearum, to create a loss-of-function mutant (ΔFgap1) (Figure S2). We 

verified using southern blot that Fgap1 was properly deleted and mono-copy (Figure S2). An 

intact copy of Fgap1 including the promotor and the terminator regions, was subsequently re-

introduced in the ΔFgap1 strain (ΔFgap1:ap1) to restore its full functions. Finally, a truncated 

form of Fgap1 lacking NES was constructed, therefore expected to be constitutively active 

(Fgap1
c
trunc), and placed under the control of the constitutive A. nidulans promotor GPD and 

terminator TtrpC (see Figure S2) (Carroll et al., 1994). This form was introduced ectopically 

in F. graminearum. This construct was inspired by a previous study where a truncated version 

of Yap1 was introduced in yeast (Alarco and Raymond, 1999) (Figure S2). We verified by Q-

RT-PCR that Fgap1 was not detected in the deleted mutant, overexpressed in the truncated 

mutant Fgap1
c
trunc, and expressed as wild-type levels in ΔFgap1:ap1 mutant. Conidiation in 

liquid CMC medium of the three mutants after 4 days of culture was not affected (data not 

shown). Further, we tested ΔFgap1, ΔFgap1:ap1, and Fgap1
c
trunc mutants for tolerance to 

oxidative stress by H2O2 or cadmium, and NaCl or sorbitol-induced osmotic stresses (Figure 

1). We compared the ability of the wild-type strain and the mutants to grow on agar complete 

medium supplemented with H2O2 15 mM, NaCl 1 M, sorbitol 1 M, or cadmium 150 µM. Such 

concentrations did not affect substantially the growth of the wild-type strain after 7 days of 

growth. The growth of the deleted mutant ΔFgap1 was however significantly affected. Even 

after seven days of growth the thallus was severely hampered and never reached the margin of 

the plate (Figure 1). Complementation restored the wild-type phenotype as shown with the 

ΔFgap1:ap1 add-back strain. The growth of the Fgap1
c
trunc mutant was similar to that of the 

wild-type strain, except for sorbitol or NaCl-induced stresses where the Fgap1
c
trunc mutant 

exhibited a better adaptation. These results demonstrate that Fgap1 is involved in the 

regulation of stress response in F. graminearum. 

 



Figure 3: Wheat ears inoculated with F. graminearum wild-type strain, ΔFgap1, 

ΔFgap1:ap1, and Fgap1
c
trunc. Wheat ears 21 days after point inoculation of two central 

spikelets. Bleaching indicates successful infection. Infection assays were performed with 10 
replicates for each strain. For each strain, calculated disease index (% of infected spikelets) 
was: WT = 90.2 ± 25.6, ΔFgap1 = 94.2 ± 11.1, ΔFgap1:ap1 = 90.0 ± 22.4, Fgap1

c
trunc = 77.9 

± 25.2.  

 

Table 3: DON + 15 ADON levels in wheat ears after 21 days after point inoculation of 

two central spikelets. 

Strain Toxin levels (µg/mg dry wheat) 

Wild-type  153.4 ± 2.0 

ΔFgap1 113.9 ± 8.1a 

ΔFgap1:ap1 156.1 ± 1.3 

Fgap1c
trunc 49.6 ± 10.7a 

ameans significantly different from wild-type ; p≤0.05 
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III-3- Trichothecene production and Fgap1 

In order to determine whether or not Fgap1 is involved in DON and 15-ADON production, 

the wild-type strain, the ΔFgap1 and the Fgap1
c
trunc strains were cultured for up to 14 days 

and compared to control in terms of trichothecene production and Tri genes levels of 

expression (Figure 2). Toxins were detectable after 5 days of growth (Figure 2-A). The 

deleted mutant produced significantly more toxins than the wild-type strain at 5 days and at 

14 days whereas the Fgap1
c
trunc mutant produced only traces amounts of trichothecenes, even 

after 14 days of growth. Tri genes expression was measured after 5 days of growth (Figure 2- 

B). Expression of Tri 4 and Tri 101 was slightly up-regulated in the ΔFgap1 mutant compared 

to the wild-type strain and all the Tri genes were strongly down-regulated in the Fgap1
c
trunc 

mutant (Figure 2-B). These results strongly imply the role of Fgap1 in the regulation of 

trichothecene accumulation and Tri genes expression.  

In order to confirm the stimulating effect of the deletion of Fgap1 on trichothecene 

accumulation, in another experiment, we compared the production of the ΔFgap1:ap1 add-

back strain to that of the F. graminearum wild-type strain and the ΔFgap1 strain. The strains 

were then cultured for 4 days in GYEP liquid medium. Trichothecene (DON+15ADON) and 

Tri5 gene expression levels were measured (Table 2). Again, toxin accumulation was strongly 

enhanced in the strain lacking Fgap1, with levels 20-fold higher than the wild-type strain. The 

complementation suppressed this strong increase, restoring a level of production in the same 

order of magnitude as the wild-type phenotype (Table 2). Concurrently, Tri5 expression was 

up-regulated about 5-fold (log2 ratio of 2.3) in F. graminearum ΔFgap1 strain compared to 

wild-type, consistent with toxin levels. A level of expression similar to wild-type was restored 

in the add-back strain ΔFgap1:ap1 (Table 2). This result reinforces the role of Fgap1 in the 

regulation of trichothecenes accumulation in F. graminearum. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Toxin production and Tri genes expression in the wild-type strain and in the 
ΔFgap1 and Fgap1

c
trunc mutants after exposure to oxidative stress by H2O2. F. 

graminearum wild-type or mutants were cultured up to 14 days in liquid medium 
supplemented or not supplemented with 0.5 mM H2O2. (A) DON + 15ADON yield (ng of 
toxins per mg of dry fungal biomass) after 3, 5 or 14 days of growth. Error bars represent the 
standard deviation of three biological replicates. The star indicates a significant difference for 
the treated condition compared to the control condition (p<0.05). (B) Tri genes expression 
(expression ratios treated/not treated in log2 scale) in 5 day-old cultures. Tri4, Tri5, Tri6, 

Tri10, Tri12, and Tri101 were considered. The star indicates a significant difference of 
expression between treated vs. not treated (p<0.05). 
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III-4-Pathogenicity of Fgap1 mutants 

Both pathogenicity, i.e. the capacity to infect the inoculated spikelet, and virulence, i.e. the 

capacity to progress from one spikelet to the other ones below the inoculated point of the 

Fgap1 mutant strains, were assessed using point inoculation on wheat.  

The wild-type strain, the ΔFgap1 mutant and the add-back strain were pathogenic, caused 

serious bleaching, and presented similar disease index value (Figure 3). The Fgap1
c
trunc 

mutant showed a slightly reduced virulence, the spikelets at the bottom of the ears were not 

bleached and the disease index was slightly lower (Figure 3). However, due to high variability 

of the values measured for each spike, this difference was not significant.  

We further measured the levels of DON and 15ADON produced by each strain tested on the 

infected ears (Table 3). The wild-type strain and the ΔFgap1:ap1 add-back strain produced 

similar levels of TCTB, meanwhile the deleted strain showed only a slight decrease in 

trichothecene accumulation. Moreover, the strain expressing the truncated Fgap1 produced 

about three times less trichothecenes than the wild-type strain, consistent with the lesser 

virulence observed for this strain. Altogether, our results demonstrate that Fgap1 is not 

essential for pathogenicity in F. graminearum. 

III-5- Fgap1 and trichothecenes B production in response to H2O2 mediated oxidative 

stress 

The wild-type strain, the deleted strain ΔFgap1 and the strain expressing the truncated 

Fgap1
c
trunc were inoculated in liquid cultures supplemented or not with 0.5mM H2O2. Toxin 

accumulation was measured after 3, 5 or 14 days of growth and Tri genes expression were 

recorded after 5 days of culture. For each trial, treatment with H2O2 did not affect the 

accumulation of fungal biomass. In addition, supplementation with H2O2 did not affect pH 

compared to the not-supplemented control (data not shown).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Expression of genes encoding antioxidant activities in the wild-type strain and 

in the ΔFgap1 and Fgap1
c
trunc mutants. (A) Antioxidant genes expression (expression ratio 

treated/not treated in log2 scale) in the wild-type strain in 5-day old cultures. The star 
indicates a significant difference between treated vs. not treated (p<0.05). ND stands for not 
detected. (B) Antioxidant genes expression in the mutants strain compared to wild-type strain 
(expression ratios mutant/wild-type strain in log2 scale) in 5-day old cultures. The star 
indicates a significant difference for mutant compared to wild-type (p<0.05). 
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DON and 15ADON were first detected after 5 days of culture in all cases (Figure 4-A). After 

5 days of wild-type strain growth, TCTB accumulate seven times more in treated cultures than 

in control ones. After 14 days of growth, accumulation is still significantly enhanced in H2O2-

treated cultures of F. graminearum wild-type strain (Figure 4-A). The tested Tri genes were 

broadly overexpressed in H2O2-treated wild-type cultures (Figure 4-B), including the gene 

Tri101 localized outside the cluster FgTri5, consistent with higher toxin accumulation. The 

regulators Tri6 and Tri10 were significantly overexpressed in the presence of H2O2. These 

results are consistent with our previously published work (Ponts et al., 2007). In the absence 

of Fgap1 (ΔFgap1), the toxin producing-activating effect of H2O2 previously observed for the 

wild-type strain was no longer visible (Figure 4-A), and Tri genes expression does not vary 

significantly upon treatment (Figure 4-B). On the contrary, the Fgap1
C

trunc strain, in which 

Fgap1 is truncated and which produced only traces amounts of toxins in control condition, 

responded to H2O2 only with a slight increase in toxin accumulation (Figure 4-A) and no 

significant change in Tri genes expression was observed (Figure 4-B). All at once, these 

results demonstrate the strong role played by Fgap1 in the regulation of toxin accumulation 

and Tri genes expression in response to oxidative stress, in F. graminearum.  

III-6- Fgap1 and genes encoding antioxidant activities 

Our initial hypothesis postulates that Fgap1 is a Yap1 homologue, able to activate the 

expression of several genes encoding antioxidant activities required for detoxification upon 

oxidative stress. The level of expression of Fgap1 in 5 days-old cultured mycelia was not 

affected by the treatment with 0.5mM H2O2 (Figure 5-A). These observations suggest, that as 

in budding yeast, Fgap1 may be regulated by stress-dependent nuclear localization rather than 

induced by oxidative stress (Kuge et al., 1997). We further considered the expression of seven 

genes encoding catalase or SOD activities (Figure 5), which are potentially under the control 

of ap1.  





Chapitre 1: Implication de Fgap1 dans la réponse au stress oxydant  

 

89 

 

These activities are involved in response to oxidative stress (Montibus et al., 2013) and their 

expression was recently demonstrated to be Yap1-dependent in A. ochraceus (Reverberi et al., 

2012). The genes encoding the catalases considered in this study refer to the classification 

established in 2006 for fungal catalases. Catalase 1 corresponds to the spore-specific catalase, 

catalase 2 to a peroxisomal one, and catalase 3 to a secreted catalase (Giles et al, 2006). 

Among SOD activities, two genes encoding putative MnSOD and two genes encoding 

putative Cu/ZnSOD were selected. 

Three of the seven tested genes were significantly up-regulated under H2O2-induced oxidative 

stress in the wild-type strain (Figure 5-A): Catalase1, Catalase3, and MnSOD1, which 

showed the highest induction. These data indicate a direct involvement of these three genes in 

response to oxidative stress. The expression of the same seven genes encoding antioxidant 

activities was then analyzed in the two ΔFgap1 and Fgap1
c
trunc mutants and compared to the 

wild-type after 5 days of growth (Figure 5-B). In the deleted ΔFgap1 mutant strain, the down-

regulation of the three catalases and the two Cu/ZnSOD was consistent with an Fgap1-

dependant expression (Figure 5-B, black bars). In the strain overexpressing the truncated 

Fgap1, a more than 10 time overexpression of Fgap1 was observed compared to the wild-type 

as expected from an expression driven by the constitutive pGDP promotor (Figure 5-B, 

leftmost grey bar). Considering antioxidant genes, MnSOD1 was the only one for which a 

clear overexpression was observed (Figure 5-B). These observations support the role of 

Fgap1 in the regulation of genes encoding antioxidant activities.  

IV- Discussion 

In this study, we provide for the first time the functional characterization of Fgap1 in F. 

graminearum. This protein is likely an orthologue of the previously characterized ap1 fungal 

proteins, such as the one identified in S. cerevisiae (Rodrigues-Pousada et al., 2010) or in  
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Aspergillus species (Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2008). These ap1 fungal proteins 

were shown to play a key role in the plant oxidative stress response launched during a fungal 

pathogen infection process. Indeed, the generation of ROS, which is one of the earliest 

responses of the plant, is a defense mechanism in response of the recognition of the pathogen 

by the plant. Fungal pathogens have to induce an OSR mechanism to scavenge the elevated 

ROS levels and to be able to overcome the oxidative burst (Heller and Tudzynski, 2011, 

Shetty et al., 2008).  

It is known in several fungi, that ap1 is one of the major regulators involved in activating 

OSR. In S. pombe, activation of genes encoding antioxidants activities, such as catalase, is 

mediated by ap1 (Toone et al., 1998). In Botrytis cinerea and A. ochraceus, several 

antioxidant activities, such as catalase, superoxide dismutase or thioredoxin, are activated by 

ap1 (Reverberi et al., 2012, Temme and Tudzynski, 2009). Furthermore, the ap1 factor was 

demonstrated to be involved in the pathogenicity of M. oryzae or Alternaria alternata (Guo et 

al., 2011, Yang et al., 2009). On the contrary, the factor has no impact on pathogenicity in B. 

cinerea (Temme and Tudzynski, 2009) and in the foliar pathogen of maize Cochliobolus 

heterostrophus (Lev et al., 2005). This demonstrates that ap1 proteins are required for full 

response to oxidative stress, but their role in virulence is divergent and suggests that other 

factors are redundant in this response to oxidative burst (Nguyen et al., 2013).  

Here, we have, for the first time, identified ap1 in F. graminearum by sequences homology 

with the ap1 proteins of Aspergillus spp and yeasts. This gene, called Fgap1, was deleted and 

a truncated form was created to study the role of Fgap1 in term of response to stress, 

trichothecene accumulation and pathogenicity in F. graminearum.  

We first compared the ability of the wild-type strain and the mutants to grow on complete 

medium supplemented with H2O2, NaCl, sorbitol, or cadmium, to mimic several stresses. Our  
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results suggested that in F. graminearum, Fgap1 played a role in response to these different 

stresses. Strikingly, the deleted mutant for Fgap1 was only slightly sensitive to high levels of 

H2O2. This is different from the results observed for Candida albicans or B. cinerea, where 

the mutants were strongly affected in growth (Alarco and Raymond, 1999, Temme and 

Tudzynski, 2009). This suggests that in F. graminearum, other pathways of response to 

oxidative stress may compensate the lack of ap1 in response to H2O2. However, the deleted 

mutant for Fgap1 was more sensitive to cadmium, NaCl and sorbitol. Concerning cadmium 

stress, our results were in full accordance with the observation that in S. pombe and C. 

albicans, deletion of ap1 resulted in an increased sensitivity to cadmium (Alarco and 

Raymond, 1999, Toone et al., 1998). Studies in S. pombe have demonstrated that 

overexpression of ap1 results in an increased expression of genes encoding ABC-type 

transporters. These proteins, when overexpressed, result in resistance to drugs (Nagao et al., 

1995, Toone et al., 1998). These proteins could also be regulated by ap1 in F. graminearum. 

This could explain the phenotype of our deleted strain in response to cadmium. Furthermore, 

studies have demonstrated that in S. pombe, ap1 and sty1 are part of the same signal 

transduction pathway. Sty1 is activated by MAPK pathways in response to numerous stresses 

(Toone et al., 1998). This could explain the phenotype of the F. graminearum deleted ap1 

strain in response to osmotic stress.  

We previously showed that oxidative stress stimulated the accumulation of type B 

trichothecenes and Tri genes expression (Ponts et al., 2007). Here we clearly showed that 

Fgap1 was involved in the regulation of toxin accumulation through modulation of Tri genes 

expression. The fact that the absence of ap1 resulted in an increase in toxin accumulation and 

Tri genes expression argue, however, in favor of an indirect effect. This is corroborated by the 

fact that the overexpression of the truncated form of Fgap1 resulted in a strong down-

regulation of Tri genes expression and toxin accumulation in vitro. These results correlate  



  



Chapitre 1: Implication de Fgap1 dans la réponse au stress oxydant  

 

92 

 

with those observed in A. parasiticus and in A. ochraceus, where a deleted strain for ap1 

produced more toxins than the wild-type strain (Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2008). 

H2O2 was demonstrated to accumulate in the media during the culture of F. graminearum 

(Ponts et al., 2009). We can make the hypothesis that the ap1 deleted mutant is unable to 

scavenge properly this excess of oxidant. Then, an increase of trichothecenes production, 

which consumes oxygen species, could represent an alternative way to reduce this excess. 

 In our results, the wild-type strain showed an overexpression of Tri genes and an increased 

level of trichothecene accumulation in response to oxidative stress. This response was lost in 

the deleted mutant. Expression of the truncated form of Fgap1 led to a strong down regulation 

of Tri genes and very few amounts of toxins even when an oxidative stress was applied. These 

results clearly demonstrate that Fgap1 is involved in the regulation of trichothecene 

production in response to oxidative stress. The fact that overexpression of the truncated form 

strongly decreased the accumulation of trichothecenes suggests that the regulation by Fgap1 

is indirect. The truncation deletes the NES and is supposed to target Fgap1 in the nucleus. If 

Fgap1 was directly involved in Tri genes regulation, one could expect an increase of Tri 

genes expression. We can then raise the hypothesis that this Tri genes regulation operates via 

the control of the expression of one or various genes of which expression is controlled by ap1.  

It has already been demonstrated that ap1 was involved in the activation of OSR genes in 

several fungi (Reverberi et al., 2012, Toone et al., 1998). Catalase expression and sod 

expression were especially reduced in an A ochraceus ΔAoyap1 mutant. As expected, Fgap1 

seems also strongly involved in the modulation of genes encoding antioxidant activities in F. 

graminearum as the absence of the gene resulted in a significant down regulation of the genes 

encoding catalase or sod activities. Surprisingly, for the truncated mutant, only one of these 

genes was strongly overexpressed. This gene encodes a putative MnSOD1. Others studies 

demonstrated that in S. cerevisiae, both ap1 and skn7 are necessary to activate genes involved  
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in response to oxidative stress, via the NES of ap1(Lee et al., 1999). Here, the absence of the 

NES could impair the activation of OSR genes as the cooperation with skn7 become 

impossible. This could explain why OSR genes are strongly down regulated when Fgap1 is 

absent but not up-regulated when Fgap1 is truncated. In order to explain the fact that the 

truncated version of Fgap1 results in a strong overexpression of MnSOD1, we raise the 

hypothesis that this gene only requires ap1 for its activation and does not need the interaction 

with skn7. Blastp with this MnSOD1 showed that this sequence is homologous to the 

mitochondrial SOD of S. cerevisiae. Mitochondria are particularly sensitive to oxidative stress 

and play a central role in fungal cells (Osiewacz, 2011). This raises the hypothesis that 

regulation of the trichothecene pathway may be interconnected with the regulation of the 

mitochondrial metabolism of oxidative species. This observation is in agreement with the 

already described connection of secondary metabolism with mitochondrial metabolism (Kiel 

et al., 2005, Maggio-Hall et al., 2005).   

Our results demonstrate that even if the ap1 deleted strain produced more toxins than the 

wild-type strain in vitro, the deletion had no impact on pathogenicity and virulence in planta. 

This last result is consistent with results observed with B. cinerea or C. heterostrophus where 

the deletion of the ap1 factor showed no effect on virulence (Lev et al., 2005, Temme and 

Tudzynski, 2009) but is opposite to the central role in virulence reported for M. oryzae (Guo 

et al., 2011). This difference could come from the fact that the function of ap1 as 

pathogenicity factor is limited to biotroph pathogens (Temme and Tudzynski, 2009).To our 

knowledge, this is the first time that such a truncated form of ap1 was tested for 

pathogenicity. This mutant appears slightly less virulent and seems to produce lower levels of 

trichothecene in planta than the wild-type strain. It was demonstrated that trichothecene 

production in F. graminearum acts as an aggressiveness factor (Proctor et al., 1995). 

Therefore, the slight reduction in virulence we observed could result from the decrease in  
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trichothecene production. Our result in planta differs slightly from the results obtained in 

vitro where the strain with the truncated ap1 consistently produced very low level of toxins. 

The difference observed between in vitro and in planta data could result from the occurrence 

of other compounds in planta such as agmatine, for example, that can stimulate toxin 

production and mask the effect of ap1 modification (Gardiner et al., 2009). Trichothecene 

induction by plant compounds could then greatly hide the negative effect of the truncated ap1. 

Our study demonstrates that the regulation of the trichothecene pathway is linked to the 

metabolism of oxidative species in F. graminearum. This regulation seems to be indirectly 

controlled by Fgap1. According to our results, antioxidant activities controlled by ap1, such as 

mitochondrial MnSOD1, may be involved in OSR control, and could also play a key role in 

regulation of TCTB production. Further studies are needed to fully understand the role played 

by ap1 in the network involved in the regulation of response to stress and its link with 

secondary metabolism.  
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Figure S2: Construction of ΔFgap1 and Fgap1
c 

trunc  mutants. (A) Maps of Fgap1wt locus, the 
ΔFgap1 construct containing the hygromycin resistance cassette and the Fgap1c

trunc
 construction. * 

corresponds to the integrated codon stop. Bars represent labeled probes 1 and 2 used for the southern 
blot hybridization. For the ΔFgap1 construct, among the 21 hygromycin resistant transformants, only 
6 contained the replacement construct integrated at the Fgap1 locus. The transformant number 15 was 
selected for complementation with the wild-type copy of Fgap1. Both transformant number 15 and 
one of the wild-type complemented transformants were submitted to a control by Southern blot 
analysis, using probe 1 or 2. Vertical black arrows stand for SalI restriction sites. For the Fgap1c

trunc 

construct, among 27 hygromycin resistant transformants, 5 contained the truncated construction. They 
were cultured in GYEP medium and after 11 days of growth, 4 produced few amounts of toxins. 
Overexpression of Fgap1 was analyzed by Q-RT-PCR. They were analyzed by southern blot using 
digestion with PstI and the probe 2 to ensure that the construction was ectopic and to control the 
number of integrations. One transformant presented one integration and was selected for further 
experiments (data not shown). This transformant was analyzed by Q-RT-PCR analysis, confirming 
that Fgap1 was overexpressed 10 times. This mutant was called Fgap1C

trunc and retained for further 
experiments. (B) Southern blot hybridization. 1: pBCSKΔFgap1 (plasmid carrying the deletion 
construction); 2: wild-type strain; 3: ΔFgap1; 4: ΔFgap1:ap1. In the pBCSKΔFgap1, probe 2 reveals 
a fragment of 3.9 kb when digested with BamHI. In the wild type strain, probe 1 and 2 reveal a 3.3 kb 
fragment when digested with SalI. In the ΔFgap1 strain, probe 2 reveals a 4.8 kb fragment when 
digested with SalI. In the complemented strain ΔFgap1:ap1, probe 1 and probe 2 reveal a fragment of 
unknown size due to ectopic integration of the wild-type copy of Fgap1 when digested with SalI.  
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 Etude de la localisation subcellulaire de Fgap1  

I- Introduction 

Plusieurs études réalisées chez les champignons filamenteux mais également chez les levures 

ont mis en évidence une activation du facteur ap1 par sa localisation nucléaire (Guo et al., 

2011, Takahashi et al., 2010, Walther and Wendland, 2012, Yang et al., 2009). En conditions 

normales chez S. cerevisiae, le facteur passe du noyau au cytoplasme via une exportine 

reconnaissant un signal d’export nucléaire et passe du cytoplasme au noyau via une importine. 

L’activité de l’exportine étant majoritaire, le facteur est cytoplasmique. En conditions de 

stress oxydant, chez S. cerevisiae, le signal d’export nucléaire du facteur est masqué, le 

facteur n’est plus exporté vers le cytoplasme et se retrouve localisé au noyau, où il active 

l’expression de ses gènes cibles (Kuge et al., 1997, Yan et al., 1998).  

Pour mettre en évidence la localisation subcellulaire de Fgap1 chez F. graminearum, un 

marquage par fusion de Fgap1 avec une protéine fluorescente a été envisagé. Une grande 

quantité de protéines fluorescentes sont maintenant disponibles. L’eGFP a été choisie car elle 

présente une optimisation de son repliement mais également une luminosité plus importante, 

comparée à la GFP sauvage (Muller-Taubenberger and Anderson, 2007). Cette forme de la 

protéine fluorescente est connue pour donner de bons résultats chez les champignons 

(données personnelles – Christian Barreau). Le gène codant pour cette eGFP nous a été fourni 

par Corinne Clavé (Université de Bordeaux).  

Nous avons envisagé plusieurs constructions. Nous avons d’abord souhaité placer le gène 

codant pour la eGFP en amont ou en aval du gène sauvage Fgap1, pour visualiser la 

relocalisation éventuelle au noyau en réponse au stress oxydant. Nous avons également voulu 

placer ce gène en amont ou en aval de la construction tronquée Fgap1
c
trunc pour visualiser si le  



 

Figure 1 : Schémas des constructions envisagées avec la eGFP. (A) eGFP placée en amont 
ou en aval du gène sauvage Fgap1. (B) eGFP placée en amont ou en aval de la construction 
tronquée Fgap1

c
trunc. Les numéros et les flèches représentent les amorces utilisées et leur sens. 

 

Tableau 1 : Liste des amorces utilisées pour les constructions avec la eGFP.  

AMORCE  SEQUENCE 5’è3’ 

1 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGCCGTCTACCCAGGTGTCACT 

2 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCCTGCGCACGTTTTGTATTTG 

3 GTGAGCAAGGGCGAGGAG 

4 CTTGTACAGCTCGTCCATG 

5 CTCCTCGCCCTTGCTCACCATCGCGAGTGATGGGCTGTGA 
    

6 GGCATGGACGAGCTGTACAAGAGATCTGCTTCTACCGGCACTGGA 

7 CAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATAGATCTAGCTGATAGACCAAGGTGCG 

8 ATGGACGAGCTGTACAAGTGAGACCGGGCTTACCAACAAG 

9 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTAGAATTCCCTTGTATCTCTACAC 

10 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTAGAATTCAAGAGCGGATTCCTCAGTC 

11 CTCCTCGCCCTTGCTCACCATTAAAGGTTCTTGGATGGGA 

12 TGGACGAGCTGTACAAGGCTTCTACCGGCACTGGAG 

13 CAGCTCCTCGCCCTTGCTCACTGCCTTGGGACAAGCTTGGA 

14 ATGGACGAGCTGTACAAGTAACACTTAACGTTACTGAAATCATC 
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fait d’éliminer le signal d’export nucléaire permettait bien d’obtenir une localisation nucléaire 

constitutive.  

II- Procédures expérimentales 

Constructions 

Les constructions avec la eGFP envisagées sont résumées dans la Figure 1. Les amorces 

utilisées pour les constructions sont résumées dans le Tableau 1. Les amorces 5, 6, 7, 8, 11, 

12, 13 et 14 contiennent des régions chevauchantes avec la eGFP pour permettre la 

recombinaison homologue. Les amorces 1, 2, 9 et 10 contiennent des régions chevauchantes 

avec le plasmide pRS426 (Figure 1). Les réactions de PCR pour l’amplification de chacun des 

fragments ont été réalisées avec les amorces regroupées dans le Tableau 1 et la HiFi™ 

HotStart DNA polymerase (Kapabiosystems, United-States) comme suit : 95°C durant 5 min, 

35 × [98°C durant 20 s, 64°C durant 15 s, 72°C durant 30 s/kb], 72°C durant 5 min. Les 

constructions finales ont été obtenues en transformant la souche de levure FY1679 avec à 

chaque fois les trois produits PCR et le plasmide pRS426 digéré par BamHI and HindIII 

comme déjà réalisé dans l’article 1, pour permettre la recombinaison multiple via les 

séquences chevauchantes. Les constructions complètes ont été amplifiées après extraction de 

l’ADN génomique de levure (Collopy et al., 2010) en utilisant les amorces 1 et 2 pour le gène 

sauvage et 9 et 10 pour le gène tronqué. Les PCR ont été réalisées avec la Kapa2G Robust 

DNA polymerase (Kapabiosystems, United-States) comme suit : 95°C durant 3 min, 35 × 

[95°C durant 30 s, 60°C durant 30 s, 72°C durant 30 s/kb], 72°C durant 60s/kb. La fidélité des 

constructions a été confirmée par séquençage (Cogenics – Genome Express Grenoble – 

France). 
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Les constructions ont ensuite été utilisées pour transformer des protoplastes de la souche 

sauvage (comme précédemment décrit dans l’article 1), en co-transformation avec la cassette 

hygromycine. Les transformants obtenus ont été isolés et l’ADN a été extrait à partir de 50 mg 

de mycélium congelé et lyophilisé comme précedemment décrit (Javerzat et al., 1993). La 

présence de la eGFP a été vérifiée par PCR avec la GoTaq DNA polymerase (Promega, 

France) selon les instructions du fournisseur. Les transformants obtenus sont vérifiés par une 

analyse Western-blot.   

Western-blot 

Le mycélium du transformant, de la souche sauvage (contrôle négatif) et d’une souche témoin 

positif transformée avec la construction pGPD :: eGFP ont été lyophilisés puis congelés. Les 

culots ont ensuite été resuspendus avec 5 volumes d’acétate de lithium 2 M, puis incubés 5 

min sur glace. Après centrifugation 10 min à 4°C et 6000 g, le surnageant a été éliminé. Cinq 

volumes de NaOH 0.4 M ont été ajoutés et le tout a été incubé 5 min sur glace. Après 

centrifugation à 4°C, 10 min à 6000 g, le surnageant a été éliminé et le culot resuspendu dans 

1 mL de tampon Laemmi 1X (Promega, France). Après 10 min d’ébullition, les échantillons 

ont été centrifugés 15 min à 12000g et à température ambiante. Les surnageants ont été 

récupérés et stockés à -80°C jusqu’à analyse.  

Les protéines contenues dans 20 µL de chaque échantillon ont été séparées par SDS-PAGE, 

avec un gel Criterion TGX stain-free AnyKD (Bio-rad) selon les instructions du fournisseur. 

Le transfert des protéines a été effectué sur une membrane PVDF 0.2 µm (Bio-rad) selon les 

instructions du fournisseur. Après transfert, la membrane a été rincée 2 fois avec de l’eau 

milliQ puis traitée à 4°C pendant 12 h avec une solution bloquante (4 mL de Western breeze 

blocker/diluent part A (Life Technologies), 6 mL de Western breeze blocker/diluent part B 

(Life Technologies), H2O milliQ qsp 20 mL). Après deux rinçages successifs de 5 min dans  
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de l’eau milliQ, la membrane a été placée 1 h à température ambiante sous agitation en 

présence de l’anticorps primaire anti-GFP (GFP Antibody (FL) HRP, Santa cruz 

biotechnology) dilué au 1/5000 dans une solution de dilution (4 mL de Western breeze 

blocker/diluent part A (Life Technologies), 2 mL de Western breeze blocker/diluent part B 

(Life Technologies), H2O milliQ qsp 20 mL). Après 4 rinçages de 5 min dans une solution de 

lavage 1X (Western breeze wash solution, Life technologies), la membrane a été placée 30 

min à température ambiante sous agitation en présence de l’anticorps secondaire (goat anti-

rabbit IgG-HRP, Santa cruz biotechnology) dilué au 1/10000 dans une solution de dilution (4 

mL de Western breeze blocker/diluent part A (Life Technologies), 2 mL de Western breeze 

blocker/diluent part B (Life Technologies), H2O milliQ qsp 20 mL). Après 4 rinçages de 5 

min dans la solution de lavage 1X, la membrane a été rincée 3 fois dans de l’eau milliQ. La 

révélation a été effectuée avec du substrat luminol/enhancer solution (Thermo Scientific) 

selon les instructions du fournisseur.  

Observations microscopiques 

Le transformant eGFP::Fgap1 a été cultivé 48 h en milieu GYEP puis placé 2 h en présence 

d’ H2O2 10 mM avant de réaliser une observation au microscope à épifluorescence pour 

détecter la présence de l’eGFP. Le mycélium traité a été placé en présence d’une solution de 

fixation 1X (Formaldéhyde 4%, PBS 1X, Triton 10X) et incubé 30 min. L’excès de liquide a 

été éliminé et 50 µL de DAPI à 1µg/mL ont été déposés sur le mycélium. Après 5 min 

d’incubation à l’obscurité, le mycélium a été rincé 3 fois avec du PBS 1X puis fixé entre lame 

et lamelle pour l’observation microscopique. Les images ont été prises avec un microscope 

Nikon E800 associé à une caméra Coolsnap HQ2, pilotée par le logiciel Metavue.  L’analyse 

d’images a ensuite été réalisée avec le logiciel ImageJ.  

 



 

 

Figure 2 : Western-blot montrant l’expression de l’eGFP. La piste 1 montre la souche 
sauvage (témoin négatif), la piste 2 montre la souche sauvage transformée avec l’eGFP placée 

derrière un promoteur fort (témoin positif), la piste 3 montre le transformant testé.  
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III- Résultats et discussion  

Après avoir réalisé la transformation de levure pour obtenir les constructions « eGFP », seules 

deux sur les quatre souhaitées (voir Figure 1) ont pu être obtenues par PCR : les constructions 

avec l’eGFP placée en amont ou en aval du gène sauvage. Nous avons d’abord tenté de cloner 

ces constructions chez E. coli pour les introduire dans un plasmide pCB1004 (Carroll et al., 

1994) contenant la cassette de résistance à l’hygromycine. Ces manipulations n’ont pas 

fonctionné, peut-être à cause d’une toxicité excessive pour la bactérie de la combinaison 

promoteur du gène Fgap1 et eGFP. Nous avons alors décidé de co-transformer des 

protoplastes de F. graminearum directement avec la construction ayant l’eGFP en amont ou 

en aval du gène Fgap1 et la cassette portant la résistance à l’hygromycine. Nous avons obtenu 

16 transformants avec la construction de l’eGFP en amont et 8 transformants avec la 

construction de l’eGFP en aval. La présence de la séquence de l’eGFP a été vérifiée chez les 

transformants par PCR et seulement un transformant avec la construction eGFP en amont du 

gène Fgap1 présentait clairement la présence de la séquence eGFP. Il a été analysé par 

Western-blot, en utilisant un anticorps dirigé contre l’eGFP (Figure 2). L’eGFP seule donne 

une taille attendue de 27 kDa, et l’eGFP couplée à Fgap1 a une taille attendue de 90 kDa. En 

piste 1, le témoin négatif ne présente pas de marquage eGFP, en piste 2, la souche témoin 

transformée avec la construction pGDP::eGFP, présente bien une bande à la taille attendue de 

27 kDa. Notre transformant présente quant à lui plusieurs bandes dont la plupart sont de 

tailles trop faibles par rapport à la taille attendue de 90 kDa. Cependant des traces sont 

détectables au niveau de la taille attendue de 90 kDa (Figure 2). Ce résultat signifie que soit la 

protéine de fusion est dégradée à cause de sa grande instabilité, soit que des protéines 

tronquées sont synthétisées  à cause d’une intégration partielle et multiple de la construction.  

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Localisation de la fusion eGFP::Fgap1. L’image est montrée en lumière blanche, 

avec le filtre DAPI et avec le filtre GFP (échelle 10 µm). A : Champ où le DAPI et la eGFP se 
superposent. B : Champ où le DAPI et la eGFP ne se superposent pas.  
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Il serait intéressant d’essayer de réaliser à nouveau cette construction en testant d’autres 

protéines fluorescentes, ou en adoptant une autre stratégie. Ainsi, la sGFP, plus petite que 

l’eGFP, a été utilisé chez A. alternata ou chez N. crassa (Takahashi et al., 2010, Yang et al., 

2009). De même, il serait intéressant d’essayer de placer la fusion GFP :: Fgap1 derrière un 

promoteur inductible, ou un promoteur fort. L’autre alternative serait d’utiliser un anticorps 

monoclonal directement dirigé contre la partie N-terminale de la protéine, pour une 

observation par immunofluorescence. De tels anticorps peuvent être élaborés par des 

fournisseurs spécifiques, à partir de la séquence de la protéine.  

Malgré la présence d’une protéine présentant plusieurs tailles sur le western-blot, nous avons 

voulu observer au microscope à épifluorescence la localisation de la eGFP en parallèle avec 

une coloration des noyaux au DAPI. Dans certaines parties des champs d’observation, nous 

avons parfois observé une co-localisation des noyaux avec la fluorescence de l’eGFP en 

présence d’un stress oxydant comme indiqué dans la Figure 3-A. Cependant ce phénomène 

n’était pas observable dans tous les champs et la plupart du temps, une fluorescence diffuse de 

l’eGFP était observable (Figure 3-B), non superposable avec les noyaux colorés au DAPI. Ces 

observations semblent être cohérentes avec le fait que la protéine de fusion est dégradée. Nous 

n’avons cependant pas pu démontrer de façon claire qu’un stress oxydant de type H2O2 

induisait la relocalisation de Fgap1 au noyau.  
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Dans le premier chapitre, nous avons mis en évidence le rôle de Fgap1 dans la réponse au 

stress oxydant chez une souche de chémotype DON/ADON de F. graminearum, en lien avec 

la production de trichothécènes.  

Au laboratoire, des études précédentes ont suggéré que la réponse au stress induit par H2O2 

chez F. graminearum était chémotype-dépendante. En utilisant un panel de souches, Ponts et 

al, ont montré que la production de trichothécènes est induite chez les souches de chémotype 

DON/ADON alors qu’elle n’est pas affectée ou est réprimée chez les souches de chémotype 

NIV/FX (Ponts et al., 2009).  

Dans ce chapitre, nous avons analysé l’implication de Fgap1 dans cette réponse au stress 

oxydant, variable en fonction du chémotype. La souche F. graminearum INRA 605 de 

chémotype DON/ADON et le mutant ΔFgap1 correspondant du chapitre 1 de ce manuscrit 

ont été utilisés. En parallèle, une souche F. graminearum de chémotype NIV/FX, référencée 

INRA 91 dans notre laboratoire, a été utilisée. Un mutant ΔFgap1 de cette souche a été 

construit.  

Les souches sauvages de chémotype DON/ADON et NIV/FX, avec leurs mutants ΔFgap1 

respectifs ont été cultivés en présence ou non de pro-oxidants. L’effet sur la production de 

trichothécènes, sur l’expression des gènes Tri mais également sur la capacité détoxifiante des 

souches a été analysé.   



  



Chapitre 2 : L’implication de Fgap1 dans la réponse au stress oxydant est-elle chémotype-

dépendante ? 

 

107 

 

Is the Fgap1 mediated response to oxidative stress chemotype-dependent in 

F. graminearum?  

 

Mathilde Montibus 1 *, Claire Khosravi 1, Florence Richard-Forget 1 and Christian Barreau 2.  

 

 1INRA, UR1264 MycSA, 71, Avenue Edouard Bourlaux, CS20032, F-33882 Villenave d’Ornon Cedex, 

France. 

2CNRS, UR1264 MycSA, 71, Avenue Edouard Bourlaux, CS20032, F-33882 Villenave d’Ornon Cedex, 

France 

Rédigée pour soumission dans « FEMS Microbiology Letters » 

Keywords : Oxidant, chemotype, mycotoxins. 

 

Abstract  

This study aims to determine the impact of oxidative stress on TCTB production. The 

response to diamide was compared in a DON/ADON and a NIV/FX strain. In both cases, 

levels of TCTB production were strongly influenced by treatment with diamide and Fgap1 

was involved in this regulation. With regards to Tri genes expression, stimulation of 

expression by diamide was highly pronounced in the NIV/FX strain. In a same way, genes 

encoding catalase activities were strongly expressed in this strain then exposed to diamide. 

This finding was correlated with a large increase in global catalase activity. Our data show 

that the response to diamide is mediated by Fgap1, and that strains of the NIV/FX chemotype 

have developed high antioxidant capacities in response to oxidative stress.   
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I- Introduction 

Fusarium graminearum is the main causal agent of Fusarium head blight (FHB) disease that 

affects small grain cereals (Goswami and Kistler, 2004, Windels, 2000). An additional issue 

regarding FHB is the production by the fungus of toxic secondary metabolites named type B 

trichothecenes (Kimura et al., 2007). They consist of deoxynivalenol (DON) and its acetylated 

C-3 and C-15 derivatives (3ADON and 15ADON), and nivalenol (NIV) and its C-4 acetylated 

derivative (4ANIV or FX) (Kimura et al., 2007). Genes involved in the type B trichothecenes 

biosynthesic pathway have been identified and named Tri genes (Alexander et al., 2009, 

McCormick et al., 2011). Based on their ability to produce type B trichothecenes, F. 

graminearum strains are divided in two chemotypes: the NIV chemotype, for isolates 

producing NIV and FX, and the DON chemotype, for isolates producing DON and ADON 

(Ichinoe et al., 1983). These two chemotypes are determined by Tri7 and Tri13 genes, that are 

nonfunctional in the DON chemotype (Lee et al., 2002).   

Trichothecenes are heat stable molecule, and are not degraded during current food processing 

(Rocha et al., 2005). As a result, the best way to restrict trichothecenes in food and feed is to 

limit their biosynthesis by the fungus before harvest and to improve control strategies. This 

requires increasing the knowledge on mechanisms that can regulate type B trichothecenes 

biosynthesis.  

F. graminearum can trigger an oxidative burst (response of the plant cells under biotic stress) 

during infection of wheat or barley (Yang et al., 2011, Zhou et al., 2005). Furthermore, 

regarding the fungus, treatment with H2O2 results in an increase in trichothecenes 

accumulation, correlated with an increase in Tri genes expression (Ponts et al., 2007, Ponts et 

al., 2006). Additionnal study has suggested that this induction could be chemotype-dependent, 

as supplementation with H2O2 stimulates DON/ADON production, while this supplementation 
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does not affect or inhibits NIV/FX accumulation. This discrepancy was explained by 

differences in antioxidant defense responses, especially with regards to catalase activity. NIV 

isolates were shown to have a higher H2O2-destroying capacity, which was significantly 

enhanced when fungal cells were exposed to a H2O2 stress (Ponts et al., 2009). However 

molecular mechanisms involved in this differential response to oxidative stress have not yet 

been elucidated.  

In the yeast Saccharomyces cerevisiae, a large variety of transcription factors are activated by 

different oxidative stimuli including H2O2 (Moye-Rowley, 2003). Yap1 is one of these 

nuclear factors, for which a key role in the response to oxidative stress was ascribed 

(Rodrigues-Pousada et al., 2010). Under normal conditions, Yap1 is distributed between 

cytoplasm and nucleus. The factor is rapidly relocated to the nucleus after stress exposure 

(Kuge et al., 1997). Homologues of Yap1 have been identified in Magnaporthe oryzae (Guo 

et al., 2011), Botrytis cinerea (Temme and Tudzynski, 2009) or Aspergillus spp. (Qiao et al., 

2010, Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2008). A link has even been made between 

oxidative stress response and regulation of secondary metabolism in filamentous fungi 

(Montibus et al., 2013b). This factor has also been identified in F. graminearum and named 

Fgap1. It has been recently shown that Fgap1 is involved in response to oxidative stress and 

interestingly, in the regulation of DON/ADON accumulation (Montibus et al., 

2013a)(submitted). However, nothing is known about the involvement of Fgap1 in oxidative 

stress response for a NIV/FX strain. 

In order to understand the discrepancy between DON/ADON and NIV/FX oxidative stress 

response, we developed a comparative approach using two strains of chemotype DON/ADON 

or NIV/FX. We first analysed the response to oxidative stress mediated by H2O2 and also 

diamide for the two strains. Then, we investigated whether Fgap1, described as a key  
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regulator of the oxidative stress response in a DON/ADON strain, performs the same function 

in a NIV/FX strain.  

II- Materials and methods 

II-1- Fungal strains, media and culture conditions 

Two strains of F. graminearum INRA 605 (DON/15ADON chemotype) and INRA 91 

(NIV/FX chemotype) were used in this study. These strains are from the INRA MycSA 

laboratory collection.  

Experiments were performed in GYEP medium (Miller et al., 1983) or in MS medium 

containing saccharose (Merhej et al., 2010). Cultures were done in triplicate in 10 mL of 

GYEP in 50mL Erlenmeyer flasks, inoculated with 105 spores produced in CMC medium (15 

g/L carboxylmethyl cellulose, 1 g/L yeast extract, 0.5 g/L MgSO4.7H2O, 1 g/L NH4NO3, 1 

g/L KH2PO4) and incubated in darkness at 25°C and at 150 rpm in a multitron incubator 

shaker (INFORS AG, Bottmingen, Switzerland). Static cultures in petri plates were used for 

MS medium, with 8 mL inoculated with 105 spores/mL and incubated in darkness at 25°C.  

Cultures were stopped by filtering under vacuum and aliquots of the filtrates were stored at -

20°C. TCTB levels were determined from culture filtrates. Fungal biomass production was 

measured by weighting the mycelia after 48 h of freeze-drying. Fungal biomass used for RNA 

extraction was flash-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis.  

Cultures were supplemented with H2O (control), 0.5 mM H2O2 or 0.5mM diamide.  

For each trial, it was ensured that supplementation did not modify the pH values of the treated 

batches compared to controls. Similarly, it was established that the fungal biomass 

accumulation was not affected by the treatment, compared to controls (data not shown). 

 

 



Table 1. Primers used for vector construction, transformants screening and semi-quantitative 

PCR analysis. 

Primer  Sequence (5’è3’)  

neoHY-1-fin F GGCCGCCCTGTCTCCGGTGTCCCT 

neoHY-8-début R CTAGAAGAGGTAAACCCGAAACG 

YapAmontIFC F GCAGCCCGGGGGATCCCCGTCTACCCAGGTGTCACT 

YapAvalIFC R TAGAACTAGTGGATCCCTGCGCACGTTTTGTATTTG 

YAPAval-HY F GGACACCGGAGACAGGGCGGCCACCAACAAGATCCGGCTGTA 

YAPAmont-HY R GCGTTTCGGGTTTACCTCTTCTAGGGCTGTGAGGCTCGTAGAAG 

Yap-amont-F-nested CCCACCCATGTTAGTTCCTG 

Yap-aval-R-nested TGTGCCCCACTTGATGACTA 

Yap-qPCR-F TCTTCTACGAGCCTCACAGC 

Tri4-F TATTGTTGGCTACCCCAAGG 

Tri4-R TGTCAGATGCGCCTTACAAA 

Tri5-F GACCCTAAGCGACTACAG 

Tri5-R GTGCTACGGATAAGGTTC 

Tri101-F AGGGCATTAGCGAGGGAAACACA 

Tri101-R ACGGCACGCCTTGGAGAGTAGAC 

Catalase 1-F GGAAAGCCAGAACCAAACAA 

Catalase 1-R CGTTGACGAGAGTGTAGGTGTTGA 

Catalase 2-F TCTCTCCCTCCAACATGGTC 

Catalase 2-R CAGGGTGCGTAGACTTGGTT 

SOD 1-F CTCTCCCCGATCTTCCCTAC 

SOD 1-R CGGGTAACGATGGACAGAGT 

SOD 2-F TTGCGTATCGTTACCACCAA 

SOD 2-R TCAACATAGGCAGCCTTTCC 

GAPDH-F TCAAGGGTGTTCTGGCCTAC 

GAPDH-R AGTAACCCCACTCGTTGTCG 
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II-2- Construction of a Fgap1 deleted mutants 

Deletion of the genomic copy of the Fgap1 coding sequence in F. graminearum INRA 605 

strain (DON/15ADON chemotype) has already been described (Montibus et al., 

2013a)(submitted). The Fgap1 coding sequence in the INRA 91 strain (NIV/FX chemotype) 

was replaced by an hygromycin resistance cassette using the construct already described for 

the DON/ADON strain (Figure S1) (Montibus et al., 2013a)(submitted). Briefly, the flanking 

regions corresponding to a 988 bp fragment upstream the starting codon and a 800 bp 

fragment downstream the stop codon of Fgap1 were amplified using primers YapAmontIFC 

F/ YAPAmont-HY R and YAPAval-HY F/ YapAvalIFC R respectively (see Table 1). The 

hygromycin resistance cassette was amplified using primers neoHY-1-fin F/neoHY-8-début R 

(see Table 1) from the pBSCK neohygro plasmid, containing hph gene under the control of 

the Neurospora crassa CPC1 promotor and the Aspergillus nidulans trpC terminator (Punt et 

al., 1990). The In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech) was used for recombination of the 

three PCR products via the hygromycin overlapping sequences and cloned in the pBCSK+ 

(Stratagene), according to the manufacturer’s instruction, to give the pBCSKΔFgap1 plasmid. 

The construction was amplified from this plasmid using primers Yap-amont-F-nested and 

Yap-aval-R-nested and was used to transform protoplasts of the F. graminearum INRA 91 

strain. 

 

II-3- Fungal transformation 

Fungal transformation was managed as already described in Montibus et al, 2013a, submitted.  
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II-4- Nucleic acid manipulations, PCR and RT-PCR analysis 

Genomic DNA was extracted from 50mg of lyophilized mycelium as previously described 

(Merhej et al., 2010). The DNA concentration was estimated using a Nanodrop ® ND 1000 

spectrophotometer. For the transformants analysis, PCR was performed with the GoTaq DNA 

polymerase (Promega, France) using an iCycler ™ (Bio-Rad). PCR reactions were performed 

in 25 µL reactions, using the primers listed in Table 1.  

Fifty mg of frozen mycelium were grinded with a TissueLyser® (QIAGEN) 30 sec at 30 Hz 

before RNA extraction using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), according to the 

manufacturer’s instructions. Removal of residual DNA using treatment with the TURBO 

DNA-free ™ Kit (Ambion) was performed according to recommendations of manufacturer.  

Two micrograms of total RNA were reverse transcribed using the SuperScript III First-Strand 

RT-PCR (Invitrogen) according to the manufacturer's instructions. The cDNA obtained were 

stored at -20°C. 

Semi-differential RT-PCR was performed in a 25µL mixture with GoTaq DNA polymerase 

(Promega) using the primers detailed in Table 1. Reactions were carried out for 20, 25 or 30 

cycles of 30 sec of denaturation at 95°C, 30 sec of annealing at 60°C and 40 sec of extension 

at 72°C. 5µL of the PCR mixture were migrated on a 1% agarose gel. Expression was 

detected properly after 30 cycles. 

Southern blot analysis of the transformants was managed with the DIG system from Roche 

(Germany) as previously described (Florent et al., 2009). Five µg of genomic DNA were 

digested with SalI and separated by electrophoresis in a 0.8% agarose gel. The gel was 

transferred onto nylon membranes (Hybond N+, Amersham). Membranes were hybridized 

with DIG-labelled probe synthesized with a PCR DIG probe synthesis kit (Roche, Germany), 

following manufacturer’s instructions. The probe was generated using primers Yap-qPCR-F 

and Yap-aval-R-nested (Table 1).  
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II-5- Type B trichothecene analyses 

Four mL of filtrates were extracted with two volumes of ethyl acetate. Five mL of the organic 

phase were evaporated to dryness at 40°C under a nitrogen beam. Dried samples were 

resuspended in 200µL of methanol/water (50%, v/v) before analysis by high performance 

liquid chromatography as already described (Montibus et al., 2013a)(submitted). 

II-6- Preparation of cell-free extracts 

Harvested mycelia grown in GYEP liquid cultures were frozen at -20°C and freeze dried. 

Freeze dried mycelia (800 mg) were suspended in 10 mL of Tris-HCl 0.2 M, pH 7.6, 

containing 1% PVP, 0.5 mM dithiothreitol, and 0.1 µl/mL of Pefabloc® SC-protease inhibitor 

(Roche, Germany). The homogenate was incubated for 30 min on ice. Cell debris was 

removed by centrifugation (20.000 g, 30 min at 4°C).  

II-7- Determination of catalase activity 

Catalase activity in cell-free extracts was determined using the method of Aebi (Aebi, 1947). 

The reaction solution contains 10 mM of H2O2 in a 100 mM phosphate buffer, pH 7 and 100 

µL of cell-free extracts in a total volume of 5 mL. The decomposition of H2O2 was followed 

by a decrease in A246nm at 25°C, and quantified using an external calibration curve obtained 

with standards solutions of H2O2.  

II-8- Expression of results and statistical analysis  

All results were expressed as the arithmetic mean values ± SD of experiments performed in 

triplicate. Values were compared by performing the Student’s t-test. The p value 0.05 was 

chosen as the point of statistical significance. Catalase activity was expressed as micromoles 

of H2O2 consumed per minute and per gram of dry biomass.  

 

 



Table 2. Type B trichothecene accumulation in liquid cultures after 14 days of growth of 

Fusarium graminearum strains.  

 F. graminearum  

Isolate DON/ADON† NIV/FX 

Control 153.5 ± 51.9 33.8 ± 16.1 

H2O2 0.5mM 1419.3 ± 498.1* 46.7 ± 3.1 

Diamide 0.5mM 10447.8 ± 2355.8* 12280.6 ± 10.3* 

†Values represent the average toxin yields in µg/g of dry biomass ± SD in three independent 

experiments 

*is significantly different compared to the control condition (p=0.05) 
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III- Results 

III-1- Impact of H2O2 and diamide on trichothecene B production by Fusarium 

graminearum 

The effect of oxidative stress induced by H2O2 (0.5 mM) and diamide (0.5 mM) on the 

production of DON/ADON or NIV/FX was compared after 14 days. The concentrations 

chosen for H2O2 and diamide did not affect fungal growth, regardless of the considered strain 

(results not shown). Results obtained are summarized in Table 2. 

As previously described for the DON/15ADON chemotype INRA 605 strain, supplementation 

with H2O2 resulted in a strong stimulation of trichothecene (DON + 15ADON) production 

after 14 days of culture. In addition, supplementation with diamide induced a significantly 

stronger increase (about 70 times more) than the supplementation with H2O2. Concerning the 

F. graminearum INRA 91 of chemotype NIV/FX, low levels of trichothecenes (NIV + FX) 

were produced in control conditions and this production was not significantly enhanced by 

H2O2 supplementation, confirming our previous results (Ponts et al., 2009). Surprisingly, in 

presence of diamide, the production of NIV and FX was very strongly enhanced reaching a 

level equivalent to that of DON/ADON in INRA 605. 

Our data indicate that the response to diamide is not chemotype-dependent, which strongly 

differs of previous results obtained after exposure to a peroxide stress.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. TCTB biosynthesis by Fusarium graminearum DON/ADON (I605) or NIV/FX (I91) 

strains after 14 days of growth in MS medium. * indicates a significant difference (p≤0.05).  
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III-2- Effect of Fgap1 deletion on TCTB production 

The construction of the deleted strain for the DON/ADON chemotype has already been 

described (Montibus et al., 2013a)(submitted). To obtain the equivalent deletion in the 

NIV/FX background, the F. graminearum INRA 91 strain was transformed with the deletion 

construct, where the Fgap1 coding sequence was replaced by a hygromycin resistance 

cassette (Figure S1) (Montibus et al., 2013a)(submitted). Among 20 transformants, 6 

displayed the deletion construction by PCR and were analyzed by Southern-blot, to ensure 

that the wild-type copy of Fgap1 was replaced correctly by the hygromycin resistance 

cassette. One deleted mutant was chosen for further experiment (Figure S1).  

Because the NIV/FX strain produced few amounts of toxin in control conditions in GYEP 

medium (see Table 2), the effect of Fgap1 deletion on TCTB production was analyzed using 

MS medium. As saccharose was demonstrated to be a good inductor of toxin production (Jiao 

et al., 2008), it was used as carbon source. The two wild-type strains and the two 

corresponding deleted mutants were cultured for 14 days in MS medium (Fig. 1). As observed 

above, in GYEP medium the NIV/FX strain produced fewer toxins than the DON/ADON 

strain. The deletion had low impact on toxin yields in the NIV/FX strain as the difference 

observed between the wild-type strain and the deleted strain was not significant. In the 

DON/ADON strain, as shown previously (Montibus et al., 2013a)(submitted), deletion of 

Fgap1 resulted in a significant increase in toxin accumulation. This result confirms that 

Fgap1 is involved in the regulation of toxin accumulation for the DON/ADON strain, but 

does not allow raising the same conclusion for the NIV/FX strain.  

 

 

 



Table 3. Type B trichothecene accumulation in liquid cultures supplemented with diamide 

after 14 days of growth of Fusarium graminearum strains.  

 

Isolate DON/ADON† DON/ADON 

ΔFgap1 

NIV/FX NIV/FX 

ΔFgap1 

Diamide 0.5 mM 4091.3 ± 1039.2 3045.9 ± 658.4 1183.3 ± 389.9 217.8 ± 50.6* 

†Values represent the average toxin yields in µg/g of dry biomass ± SD in three independent 

experiments 

*is significantly different compared to the wild-type strain (p=0.05) 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Expression of Tri4, Tri5, Tri101 and GAPDH analyzed by RT-PCR, at day 4 post-

inoculation, for the wild-type strain (WT) and the ΔFgap1 mutant of the DON/ADON 

chemotype or of the NIV/FX chemotype, in a medium supplemented (+) or not (-) with 

diamide 0.5mM.   
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III-3- Fgap1 and the response to diamide mediated-oxidative stress 

As diamide has a strong impact on toxin biosynthesis whatever the chemotype of the F. 

graminearum strain (see Table 2), we tested the effect of Fgap1 deletion on the response to 

diamide in GYEP liquid cultures, for both chemotypes (Table 3). For the DON/ADON strain 

treated with diamide, deletion of Fgap1 resulted in a slight non-significant decrease in toxin 

accumulation compared to the wild-type strain. The increase in toxin accumulation caused by 

diamide stress was lost. This result confirms previous results demonstrating that Fgap1 is 

involved in response to stress mediated by H2O2 (Montibus et al., 2013a)(submitted). For the 

DON/ADON chemotype, our data allow to conclude that Fgap1 is involved in stress response 

mediated by H2O2 or diamide. For the NIV/FX strain, the deleted mutant produced 

significantly less toxins than the wild-type strain in response to diamide. Again, the increase 

in toxin accumulation caused by diamide stress was lost. This result strongly suggests that 

Fgap1 is also involved in response to oxidative stress in the NIV/FX chemotype.  

We then analyzed the level of Tri genes expression in these cultures conditions. To see the 

effect at an earliest stage of culture, we extracted the RNAs at the moment trichothecenes start 

to be produced, i.e. after 4 days of growth (Fig. 2). The expression of Tri4 (FGSG_03535), 

Tri5 (FGSG_03537), two genes implicated in the earliest steps of the biosynthetic pathway, 

and Tri101 (FGSG_07896) located outside the “Tri cluster”, were analyzed by RT-PCR in the 

wild-type and the ΔFgap1 mutant for the DON/ADON strain or for the NIV/FX strain. 

Expressions were compared in medium supplemented or not with 0.5 mM diamide. For each 

strain, GAPDH (FGSG_06257), used as control, showed a similar level of expression for all 

the tested conditions (Fig. 2). The data obtained for the DON/ADON strain showed that the 

expression of Tri4 and Tri101 was not affected whatever the treatment. The expression of 

Tri5 seemed slightly reduced for the non-treated ΔFgap1 mutant. The data obtained for the 

NIV/FX strain showed that the expression of Tri4 and Tri101 had more or less a similar level  



 

 

 

 

Fig. 3. Expression of genes encoding antioxidant activities and GAPDH, by RT-PCR, at day 4 

post-inoculation, for the wild-type strain (WT) and the ΔFgap1 mutant of the DON/ADON 

chemotype or of the NIV/FX chemotype, in a medium supplemented (+) or not (-) with 

diamide 0.5mM.   
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of expression in the four tested conditions. The expression of Tri5, which was low in the wild-

type, was strongly enhanced when treated with diamide. This up-regulation is consistent with 

the above result concerning trichothecenes accumulation (Table 2). The results obtained for 

Tri genes expression (and particularly Tri5) in both chemotypes suggest that the enhancing 

effect of diamide is at least partially relying on Fgap1.  

 

III-4- Fgap1 and antioxidant activities   

The level of expression of four genes encoding catalase (FGSG_06554 and FGSG_02881) 

and SOD activities (FGSG_04454 and FGSG_02051) was investigated. These genes have 

been chosen as they are essential for maintaining the redox balance in response to oxidative 

stress. In addition, they were demonstrated to be regulated by Apyap1 and Aoyap1 in 

Aspergillus parasiticus and Aspergillus ochraceus, respectively (Reverberi et al., 2012, 

Reverberi et al., 2008) (Fig. 3). Whatever the treatment, MnSOD1 and MnSOD2 expression 

had similar level in the two strains (wild-type and mutant) (Fig. 3). Expression of catalase 

genes was more variable. In the DON/ADON strain, the expression of the two genes encoding 

catalase seemed slightly reduced in the deleted mutant, whatever the culture conditions. The 

reduction was more pronounced for the gene encoding catalase2. This would suggest that 

Fgap1 is involved in the activation of catalase gene expression in DON/ADON strain. 

Surprisingly, for the NIV/FX strain, the expression of gene encoding catalase1 was only 

detected in the wild-type strain treated with diamide. The gene encoding catalase2 was 

expressed in all tested conditions but had a lower level of expression in the non-treated wild-

type strain.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Ratios of catalase activities of cell-free extracts from 4 day-old fungal cultures grown 

in GYEP supplemented or not with diamide 0.5mM. The data represent ratios in log2 scale of 

catalase activities in treated conditions over catalase activities in control conditions. Each 

value used for the ratio represents the mean value of three biological repeats.  
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Our data suggest that genes encoding catalase activity strongly respond to diamide treatment 

and that Fgap1 seems to be involved in this regulation. Nevertheless, the increase of 

expression of gene encoding catalase1 in the NIV/FX strain seems to be more dependent on 

the induction by the diamide mediated treatment. This data suggest that NIV/FX strains could 

be able to develop a better response to oxidative stress, compared to DON/ADON strains. 

This is consistent with data previously observed for response to H2O2, where catalase activity 

was enhanced in NIV/FX strain compared to DON/ADON strain (Ponts et al., 2009).  

Given that expression of genes encoding catalase activity was strongly variable, we analyzed 

catalase activities in both chemotypes DON/ADON and NIV/FX, for the wild-type strains and 

the deleted mutants, in cultures supplemented or not with diamide. We analyzed catalase 

activities in cell-free extracts of 4 day-old cultures. The results presented in Fig. 4 are in log2 

ratio scale for treated conditions over control conditions. For the DON/ADON wild-type 

strain, diamide did not significantly increase the assayed catalase activities. For the NIV/FX 

wild-type strain, diamide induced a strong increase in total activity of catalases. This finding 

suggests that the NIV/FX strain develops a higher adaptation to diamide-stress, linked to 

higher scavenging capacity of ROS. Catalase activity was not significantly induced by 

diamide in the ΔFgap1 mutants for both chemotypes. This result confirms the key role of 

Fgap1 in the induction of fungal antioxidant activities (Montibus et al., 2013b). 
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IV- Discussion 

Mechanisms involved in the onset of mycotoxins production in fungi have been the subject of 

numerous studies. Oxidative stress is an important factor controlling mycotoxins biosynthesis. 

It was shown to stimulate aflatoxin production in A. parasiticus, ochratoxin A production in 

A. ochraceus (Reverberi et al., 2012, Reverberi et al., 2008) but also DON production in F. 

graminearum (Ponts et al., 2006). Furthermore, this regulation was demonstrated to be 

mediated by Afyap1, Aoyap1 and Fgap1 respectively (Montibus et al., 2013a, Reverberi et al., 

2012, Reverberi et al., 2008). An additional study suggested that response to peroxide stress 

in F. graminearum was chemotype-dependent (Ponts et al., 2009). The goal of this study was 

to investigate the involvement of Fgap1 in TCTB regulation induced by oxidative stress for F. 

graminearum strains belonging to the two major chemotypes, DON/15ADON and NIV/FX.  

Our results show that a diamide stress exposure significantly enhances toxin accumulation, 

whatever the chemotype of the strain. This result differs from previous data obtained with 

H2O2 where DON/ADON accumulation was shown to be stimulated whereas NIV/FX 

accumulation was inhibited (Ponts et al., 2009). In a study performed with A. nidulans, the 

effect of H2O2 and diamide on gene expression signatures were investigated (Pocsi et al., 

2005). The number of gene probes that were shown to be affected by stress was different 

according to the considered treatment (Pocsi et al., 2005). The difference observed was 

explained by the occurrence of distinct mechanism of action depending on the selected stress-

inducing agent. In fact, diamide is a thiol-oxidizing agent resulting in fast oxidation of 

glutathione, whereas H2O2 increases intracellular peroxide levels (Toledano et al., 2003). The 

involvement of these two different pathways could also explain the different effect of H2O2 

and diamide on trichothecene accumulation we observed. 
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We showed the effect of Fgap1 deletion on trichothecene accumulation differed according to 

the chemotype of the strain. In the DON/ADON strain, Fgap1 deletion resulted in an increase 

in toxin accumulation, whereas in the NIV/FX strain, no impact of Fgap1 deletion was 

observed on toxin accumulation. This response could be due to differential ability to cope 

with H2O2 constitutively produced by the fungus. Such a production was demonstrated by 

Ponts et al, 2009. Indeed, NIV/FX strain and DON/ADON strain produce constitutively H2O2. 

Furthermore, the previous authors indicated that NIV/FX strains were more efficient to 

metabolize H2O2 than DON/ADON strains (Ponts et al., 2009). These observations could lead 

to different levels of oxidative stress encountered by the two strains during growth, and could 

explain the different consequences of Fgap1 deletion on trichothecene accumulation.   

In response to diamide, the ΔFgap1 DON/ADON strain produces fewer toxins than the 

DON/ADON wild-type strain. The ΔFgap1 NIV/FX strain produces significantly less toxin 

than the NIV/FX wild-type strain. The deletion of Fgap1 results in the loss of the oxidative 

stress stimulating effect on trichothecene accumulation. This finding suggests that response to 

diamide mediated oxidative stress of strains belonging to the NIV chemotype to diamide 

mediated oxidative stress relies on Fgap1 factor, as it has already been demonstrated for 

DON/ADON strain when treated with H2O2 (Montibus et al., 2013a)(submitted). The 

oxidative stress response mediated by Fgap1 does not seem to be chemotype-dependent. 

However, deletion of Fgap1 in response to diamide leads to a more significant modulation in 

the NIV production compared to DON, which was only slightly affected. This significant 

impact in NIV/FX strain could partially be explained by the differential regulation of the gene 

encoding catalase1, which is poorly expressed in the deleted strain. The fact that total catalase 

activity is strongly activated in response to diamide in the wild-type strain but not in the 

deleted mutant of the NIV/FX chemotype reinforces this hypothesis. Catalase activities were  



 

 

 

Fig. S1. Construction of ΔFgap1 mutants. (A) Maps of Fgap1wt locus, the ΔFgap1 
construct containing the hygromycin resistance cassette. Horizontal black bar represents the 
labeled probe used for the southern blot hybridization. Vertical black arrows stand for SalI 
restriction sites. (B) Southern blot hybridization. For DON/ADON: 1: pBCSKΔFgap1 
(plasmid carrying the deletion construction); 2: wild-type strain; 3: ΔFgap1; For NIV/FX : 1 : 
wild-type strain; 2: ΔFgap1. In the pBCSKΔFgap1, the probe reveals a fragment of 3.9kb 
when digested with BamHI. In the two wild type strains, the probe reveals a 3.3 kb fragment 
when digested with SalI. In the two ΔFgap1 strains, the probe reveals a 4.8 kb fragment when 
digested with SalI.  
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also shown to be activated by diamide in A. nidulans (Pocsi et al., 2005). However, it is not 

anymore activated in our deleted mutant strongly suggesting this activation is dependent of 

Fgap1.  

These results open new insights about the mechanisms involved in response to oxidative 

stress in F. graminearum but also about the control of trichothecene biosynthesis. This may 

help to understand factors that lead to high accumulation of trichothecenes in grains, during 

the plant/pathogen interaction.   
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Nous avons vu dans l’introduction de ce manuscrit que suite au burst oxydatif,  les acides 

phénoliques pouvaient également jouer un rôle déterminant lors de l’interaction 

hôte/pathogène. Les acides phénoliques sont présents chez toutes les plantes et leur rôle dans 

les mécanismes de défense a été largement décrit (Metraux and Raskin, 1993, Nicholson and 

Hammerschmidt, 1992). Les acides phénoliques présents dans les sons de blé sont 

susceptibles de moduler la toxinogénèse de F.  culmorum  (Boutigny et al., 2009). Ils peuvent 

également jouer un rôle clé dans les  mécanismes de résistance à F. graminearum ou à F. 

verticilliodes. Plus précisément, des travaux récents ont montré que l’acide chlorogénique, 

présent dans les premiers stades de développement du maïs, était susceptible de contribuer à 

la résistance à l’infection par F. graminearum mais également à la contamination en DON 

(Atanasova-Penichon et al., 2012). De même, l’acide férulique présent dans les grains de maïs 

semble contribuer à la résistance à l’infection par F. verticilliodes et à l’accumulation de 

fumonisines (Picot et al., 2013). 

Les acides phénoliques sont connus pour leurs propriétés antioxydantes (Boutigny et al., 

2008). Etant donné que Fgap1 intervient dans la réponse au stress oxydant, nous avons 

logiquement voulu tester son implication en réponse à ces composés antioxydants.  

Dans ce chapitre, nous avons analysé l’effet de deux acides phénoliques, l’acide caféique et 

l’acide férulique. Ces deux composés ont été testés sur la souche DON/ADON de référence 

INRA 605 et sur la souche NIV/FX de référence INRA 91, mais également sur les mutants 

ΔFgap1 respectifs de ces deux souches.  

 

 

 



 

 

 

 

 

  

 

 

                     

 

Figure 1 : Structures chimiques de l’acide chlorogénique, de l’acide caféique et de 

l’acide férulique.  
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I- Introduction 

La plupart des études consacrées à l’effet inhibiteur des composés phénoliques sur la 

production de mycotoxines ont été menées avec comme modèle le genre Aspergillus. Une 

étude in vitro menée chez Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus a montré que l’acide 

cinnamique et l’acide férulique avaient des propriétés antifongiques et entraînaient une 

inhibition de la production d’aflatoxines (Nesci and Etcheverry, 2006). Chez Aspergillus 

flavus  l'acide caféique permettait, à 12 mM, une réduction de la production d'aflatoxines in 

vitro et une diminution de l'expression des gènes impliqués dans la voie de biosynthèse de ces 

toxines, et ce, sans affecter la croissance du champignon (Kim et al., 2008). L’acide caféique 

à 10 mM inhibe également fortement la production d’ochratoxine A chez plusieurs espèces du 

genre Aspergillus (Palumbo et al., 2007). 

Les acides phénoliques naturellement présents chez le blé sont capables d’inhiber 

significativement in vitro l’expression des gènes de biosynthèse des trichothécènes (Boutigny 

et al., 2008, Boutigny et al., 2010). Chez le blé, l’acide phénolique majoritairement retrouvé 

est l’acide férulique (Figure 1) (Boutigny, 2007). Chez le maïs, les composés phénoliques 

solubles présents dans le germe parmi lesquels se trouvent l’acide chlorogénique, l’acide 

férulique, l’acide caféique et l’acide p coumarique sont des inhibiteurs de la synthèse de 

TCTB par Fusarium graminearum (Bakan et al., 2003). Durant les premiers stades de 

développement du grain de maïs, correspondant à la période critique pour l’infection et 

l’initiation de la contamination en mycotoxines par F. graminearum, l’acide chlorogénique, 

l’acide férulique et l’acide caféique (Figure 1) apparaissent comme étant les acides 

phénoliques majoritairement retrouvés (Atanasova-Penichon et al., 2012). Il a été montré que  
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l’acide férulique et l’acide caféique étaient capables d’inhiber efficacement in vitro la 

biosynthèse d’une autre mycotoxine produite par Fusarium verticilioides, la fumonisine 

(Ponts et al., 2013). 

Dans ce chapitre, nous avons testé l’effet de l’acide férulique puisqu’il apparait comme étant 

majoritaire chez le blé ou le maïs, mais également celui de l’acide caféique, puisque son 

efficacité « antimycotoxine » chez Aspergillus a été largement démontrée. L’effet inhibiteur 

de ces deux composés antioxydants a été étudié chez deux souches de F. graminearum de 

chémotype DON/ADON et NIV/FX. Comme nous n’avons à l’heure actuelle que peu de 

connaissances sur leur mode d’action, cet effet a également été testé chez les souches délétées 

pour Fgap1, afin d’évaluer le rôle joué par ce facteur dans la réponse aux composés 

antioxydants, étant donné qu’il joue un rôle dans la réponse au stress oxydant (Chapitre 1).  

II- Procédures expérimentales 

II-1- Souches, milieux et conditions de culture 

Deux souches de F. graminearum de notre collection INRA ont été utilisées pour cette étude : 

une souche de chémotype DON/ADON (référencée INRA 605) et une souche de chémotype 

NIV/FX (référencée INRA 91). Les deux mutants ΔFgap1 respectifs de ces deux souches 

dont la construction est décrite dans les chapitres 1 et 2 ont également été utilisés.  

Les différentes souches ont été repiquées sur milieu PDA (Potatoes, Dextrose, Agar, Difco-

France).  Les suspensions de spores ont été générées en plaçant une dizaine d’implants PDA 

de chaque souche dans 150 mL de milieu CMC (15 g/L carboxylmethyl cellulose, 1 g/L 

extrait de levure, 0.5 g/L MgSO4.7H2O, 1 g/L NH4NO3, 1 g/L KH2PO4). Le tout a été incubé à 

150 rpm et 25°C pour trois jours. Après filtration de la solution à 100 µm (SEFAR AG -  

  



 

 

  



Chapitre 3 : Rôle de Fgap1 dans la modulation de la production de TCTB en réponse aux 

acides phénoliques 
 

129 

 

Suisse), les spores ont été comptées sur une cellule de THOMA et ont servi d’inoculum pour 

les cultures.  

Huit mL de milieu MS (KH2PO4 0.5 g/L, K2HPO4 0.6 g/L, MgSO4 0.017g/L, (NH4)2SO4 

1g/L, saccharose 20 g/L, biotine 0.1mg/mL, solution de sels de Vogel 0.1 mL/L) (Vogel, 

1956) dans des boites de Pétri de 55 mm de diamètre, ont été inoculés avec 8x104 spores, et 

incubés dans le noir, à 25°C jusqu’à 15 jours de culture. Les cultures ont été supplémentées en 

acide caféique ou en acide férulique à une concentration finale de 0.5 mM. (Sigma Aldrich®, 

Saint Louis). Nous avons vérifié que l’ajout de ces composés ne modifiait pas le pH du 

milieu. Après incubation, le milieu de culture a été collecté par filtration sous vide et stocké à 

-20°C jusqu’à analyse de la concentration en trichothécènes de type B. Le mycélium a été 

stocké à -80°C, lyophilisé et utilisé soit pour l’extraction d’ARN, soit pour la détermination 

de la biomasse fongique.  

II-2- Analyses HPLC 

L’analyse HPLC a été réalisée avec une chaîne chromatographique liquide « Agilent 

Technologies 1100 series » équipée d’un détecteur à barrette de diodes DAD Agilent et du 

logiciel ChemStation chromatography manager (Agilent, Waldbronn, Allemagne). La 

séparation des composés à doser a été réalisée avec un volume d’injection de 5 µL sur une 

colonne kinetex 2.6U XB-C18 (4.6×150 mm) maintenue à 45°C.  

Pour l’analyse des TCTB, 4 mL de milieu de culture ont été extraits avec 8 mL d’éthyle 

acétate (Fisher Scientific). 5 mL de la phase organique ont été évaporés sous flux d’azote à 

50°C. Les échantillons secs ont été repris dans 500 µL d’un mélange méthanol/eau (1:1, v/v) 

et filtrés à 0.45 µm avant analyse (Phenomenex). La phase mobile est constituée d’eau 

acidifiée à pH 2.6 avec de l’acide orthophosphorique (solvant A) et d’acétonitrile (solvant B). 

Le débit est fixé à 1 mL/min. Les conditions du gradient sont fixées ainsi: 93% de A-7% de B,  



 

 

 

Table 1 : Liste des primers utilisés pour les analyses qPCR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene (accession No) Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’) Tm(°C) 

GAPDH (FGSG_06257) TCAAGGGTGTTCTGGCCTAC AGTAACCCCACTCGTTGTCG 60 

Tri4 (FGSG_03535) TATTGTTGGCTACCCCAAGG TGTCAGATGCGCCTTACAAA 60 

Tri5 (FGSG_03537) GACCCTAAGCGACTACAG GTGCTACGGATAAGGTTC 60 

Tri6 (FGSG_03536) AGCGCCTTGCCCCTCTTTG AGCCTTTGGTGCCGACTTCTTG 63 

Tri101 (FGSG_07896) AGGGCATTAGCGAGGGAAACACA ACGGCACGCCTTGGAGAGTAGAC 61 

Catalase 1 (FGSG_06554) GGAAAGCCAGAACCAAACAA CGTTGACGAGAGTGTAGGTGTTGA 58 

Catalase 2 (FGSG_02881) TCTCTCCCTCCAACATGGTC CAGGGTGCGTAGACTTGGTT 62 

MnSOD1 (FGSG_04454) CTCTCCCCGATCTTCCCTAC CGGGTAACGATGGACAGAGT 62 

MnSOD2 (FGSG_02051) TTGCGTATCGTTACCACCAA TCAACATAGGCAGCCTTTCC 60 

Cu/ZnSOD1 (FGSG_08721) CACACCTTCGGTGACAACAC GGTCTCGTCAGAAGGAGCAC 62 

Cu/ZnSOD2 (FGSG_00576) AGCTCTCGCAGCAGTTCTTC CAGGATCAACGTGAATGTGG 60 
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70% de A-30% de B en 10 min, 10% de A-90% de B en 10 min, 93% de A-7% de B en 7 

min. Les surfaces des pics ont été mesurées à 230 nm et l’identification des différents TCTB a 

été réalisée grâce à leur temps de rétention et à leur spectre UV mesuré de 190 à 360 nm. Un 

étalonnage externe a permis la quantification des TCTB grâce à des composés de référence 

(Sigma-Aldrich®, Saint-Louis, USA). Pour l’analyse des acides phénoliques, 500 µL de 

milieu ont été filtrés à 0.45 µm avant analyse (Phenomenex). La phase mobile est constituée 

d’eau acidifiée avec 2% d’acide formique (v/v) (solvant A) et d’acétonitrile acidifié à 2% 

d’acide formique (v/v) (solvant B). Le débit est fixé à 1 mL/min. Les conditions du gradient 

sont les suivantes : 93% de A-7% de B, 80% de A-20% de B en 7 min, 5% de A-95% de B en 

5 min, 93% de A-7% de B en 10 min. Les surfaces des pics ont été mesurées à 320 nm et 

l’identification des différents acides phénoliques s’est faite grâce à leur temps de rétention et à 

leur spectre UV mesuré de 200 à 550 nm. La quantification des acides phénoliques s’est faite 

par étalonnage externe à l’aide de composés de référence (Sigma-Aldrich®, Saint-Louis, 

USA).  

II-3- Manipulation des acides nucléiques et qPCR  

L’ARN total a été extrait à partir de 50 mg de mycélium congelé et lyophilisé, après broyage 

au TissueLyser® (QIAGEN) 30 sec à 30 Hz avec le kit RNeasy Plant Mini kit (QIAGEN). 

Pour éliminer l’ADN, un traitement avec le TURBO DNA-free™ Kit (Ambion) a été réalisé 

selon les instructions du fournisseur. Les échantillons ont été quantifiés à l’aide du Nanodrop 

ND 1000 spectrophotometer (Labtech International, UK) et leur qualité a été vérifiée sur gel 

d’agarose à 1,2 %. 1 µg d’ARN total a été reverse transcrit avec le kit SuperScript III First-

Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) selon les instructions du fournisseur. Les 

analyses qPCR ont ensuite été réalisées sur 1 µL d’ADNc (correspondant à 10 ng d’ARN total  

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Effet de l’acide caféique (0,5 mM) et de l’acide férulique (0,5 mM) sur 

l’accumulation de TCTB chez une souche DON/ADON et un mutant DON/ADON 
ΔFgap1 après 14 jours de culture. * indique une différence significative en comparaison 
avec le contrôle (test de Student, p ≤ 0.05).  
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reverse transcrit) dans un volume réactionnel de 10 µL, en utilisant le kit «QuantiFast™ 

SYBR® Green PCR kit » (QIAGEN) selon les instructions du fournisseur. Les réactions ont 

été réalisées dans un LightCycler® LC2.0 avec le logiciel LightCycler 3.5.3 (Roche, 

Allemagne). Pour évaluer l’abondance des transcrits pour chaque gène étudié (Table 1) 

GAPDH (glyceraldehyde phosphate dehydrogenase) a été utilisé comme contrôle interne. 

Pour chaque gène, l’efficacité a été évaluée avec des dilutions sérielles de 10 en 10 des 

différents échantillons d’ADNc poolés. L’analyse des données, normalisées par l’expression 

de GAPDH, et l’analyse de la significativité des résultats (5000 permutations, p = 0.05) ont 

été réalisées avec le logiciel REST® software (Relative Expression Software Tool) (Pfaffl, 

2001, Pfaffl et al., 2002). 

III-Résultats 

III-1- Analyse de la production de TCTB en réponse à l’acide férulique et à l’acide 

caféique 

Les souches de F. graminearum de chémotype DON/ADON et NIV/FX, et les mutants 

délétés ΔFgap1 DON/ADON et ΔFgap1 NIV/FX ont été cultivés en milieu MS, supplémentés 

ou non avec 0,5 mM d’acide caféique ou d’acide férulique. Ces concentrations n’affectent pas 

la croissance fongique (résultats non figurés). La production de trichothécènes a été analysée 

après 14 jours de culture. Afin de connaître le devenir de l’acide férulique et de l’acide 

caféique, leur dosage a été réalisé. Les deux composés n’étaient plus présents dans le milieu 

de culture dès 4 jours quelle que soit la souche testée.  

Chez la souche DON/ADON (Figure 2), après 14 jours de culture, l’acide férulique n’a pas 

d’effet significatif sur la production de TCTB que ce soit par la souche sauvage ou le mutant  

 



 

 

 

Figure 3 : Effet de l’acide caféique (0,5 mM) et de l’acide férulique (0,5 mM) sur 

l’accumulation de TCTB chez une souche NIV/FX et un mutant NIV/FX ΔFgap1 après 
14 jours de culture. * indique une différence significative en comparaison avec le contrôle 
(test de Student, p ≤ 0.05).  

 

 

Figure 4 : Effet de l’acide caféique (0,5 mM) et de l’acide férulique (0,5 mM) sur 

l’expression des gènes Tri chez une souche DON/ADON et un mutant DON/ADON 
ΔFgap1 après 4 jours de culture. * indique une différence significative en comparaison avec 
le contrôle (p ≤ 0.05).  
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ΔFgap1. L’acide caféique inhibe quant à lui significativement la production de TCTB par ces 

deux souches (Figure 2). Les réponses de la souche sauvage et de la souche délétée pour 

Fgap1 à l’acide caféique sont identiques. Ces données suggèrent que Fgap1 n’intervient pas 

dans la réponse aux acides phénoliques testés. Chez la souche de chémotype NIV/FX (Figure 

3), après 14 jours de culture, l’acide caféique inhibe significativement la production de TCTB, 

que ce soit pour la souche sauvage ou pour la souche ΔFgap1. L’acide férulique quant à lui 

active la production de TCTB, et de manière significative pour le mutant ΔFgap1. Ainsi, pour 

le chémotype NIV/FX, la modulation de la production de TCTB est différente en fonction de 

l’acide phénolique testé (Figure 3). Comme pour la souche DON/ADON, la réponse de la 

souche sauvage et de la souche délétée pour Fgap1 sont identiques. Fgap1 ne semble donc 

pas intervenir dans la réponse aux acides phénoliques testés. 

Sur les deux acides phénoliques testés, seul l’acide caféique présente un effet inhibiteur quel 

que soit le chémotype de la souche testée. L’acide férulique présente un effet moins marqué, 

et semble même activer la production de NIV/FX. 

III-2- Analyse de l’expression des gènes Tri en réponse à l’acide férulique et à l’acide 

caféique 

L’analyse de l’expression des gènes Tri a été effectuée à partir de mycelia issus de milieu MS 

supplémentés ou non en acides phénoliques et arrêtés à 4 jours de culture. Les gènes Tri 4, et 

Tri 5, codant pour les premières étapes de la voie de biosynthèse, Tri 6, codant pour un 

régulateur de la voie de biosynthèse, et Tri 101, gène extérieur au cluster Tri ont été choisis.  

Chez la souche de chémotype DON/ADON (Figure 4), l’acide caféique inhibe l’expression 

des gènes Tri chez la souche sauvage et chez le mutant délété. Cette inhibition est 

significative pour les gènes Tri 4 et Tri 5. L’acide férulique présente un effet moins important  



 

 

 

 

Figure 5 : Effet de l’acide caféique (0,5 mM) et de l’acide férulique (0,5 mM) sur 

l’expression des gènes Tri chez une souche NIV/FX et un mutant NIV/FX ΔFgap1 après 
4 jours de culture. * indique une différence significative en comparaison avec le contrôle (p 
≤ 0.05). 
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que ce soit pour la souche sauvage ou pour la souche délétée ΔFgap1. Les différences 

d’expression observées sont non significatives. Ces résultats sont en accord avec ceux 

observés pour la production de trichothécènes (Figure 2) où seul l’acide caféique inhibe 

significativement la production de TCTB, que ce soit pour la souche sauvage ou le mutant 

ΔFgap1.  

Pour le chémotype NIV/FX (Figure 5), l’expression des gènes Tri 4 et Tri 6 est inhibée de 

manière significative en présence d’acide caféique pour la souche sauvage alors que 

l’expression des gènes Tri 4 et Tri 5 est activée de manière significative en présence d’acide 

férulique. Chez le mutant délété, seule l’expression de Tri 6 est inhibée significativement en 

présence d’acide caféique alors que l’expression des gènes Tri est activée en présence d’acide 

férulique (activation significative pour Tri 5). Ces résultats sont à nouveau en accord avec la 

production de trichothécènes observée pour l’isolat NIV/FX (Figure 3). L’acide caféique 

inhibe la production de TCTB alors que l’acide férulique l’active.  

III-3- Analyse de l’expression des gènes de réponse aux variations redox en réponse à 

l’acide férulique et à l’acide caféique 

L’analyse de l’expression des gènes de réponse aux variations redox a été effectuée à partir de 

mycelia issus de cultures en milieu MS supplémenté ou non en acides phénoliques et arrêtés à 

4 jours de cultures. Quatre gènes dits « antioxydants », codant pour des catalases ou des 

MnSOD ont été sélectionnés puisque nous avons montré que leur expression était dépendante 

de Fgap1 (Chapitre 1). Deux gènes codant pour des catéchol-dioxygénases ont également été 

sélectionnés. Les catéchol-dioxygénases (CD) sont impliqués dans le métabolisme des 

composés phénoliques chez les champignons filamenteux (Santos and Linardi, 2004). L’acide 

caféique, composé ayant une structure ortho-diphénolique, est un de leur substrat.  

 



 

 

 

Figure 6 : Effet de l’acide caféique (0,5 mM) et de l’acide férulique (0,5 mM) sur 

l’expression des gènes de réponse aux variations rédox chez une souche DON/ADON et 
un mutant DON/ADON ΔFgap1 après 4 jours de culture. * indique une différence 
significative en comparaison avec le contrôle (p ≤ 0.05). 

 

 

 

Figure 7 : Effet de l’acide caféique (0,5 mM) et de l’acide férulique (0,5 mM) sur 

l’expression des gènes de réponse aux variations rédox chez une souche NIV/FX et un 
mutant NIV/FX ΔFgap1 après 4 jours de culture. * indique une différence significative en 
comparaison avec le contrôle (p ≤ 0.05). 
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Chez Cochliobolus heterostrophus, les acides phénoliques tels que l’acide férulique activent 

fortement l’expression d’un gène codant pour une CD (Shanmugam et al., 2010). 

Pour le chémotype DON/ADON, sur les 4 gènes codant pour des activités antioxydantes 

testés (Figure 6), les variations d’expression ne sont globalement pas significatives, que ce 

soit pour la souche sauvage ou le mutant. Seul le gène codant pour MnSOD2 présente une 

diminution significative d’expression en présence d’acide caféique chez la souche sauvage. 

Le gène codant pour la catalase1 est surexprimé chez le mutant délété en présence d’acide 

caféique. Concernant les gènes codant des catéchol-dioxygénases, seule la CD1 présente des 

variations d’expression significative, avec une activation d’expression significative en 

présence d’acide caféique et d’acide férulique chez la souche sauvage, et en présence d’acide 

férulique chez le mutant délété pour Fgap1.  

Pour l’isolat NIV/FX (Figure 7), sur les 4 gènes codant pour des activités antioxydantes, le 

gène codant pour la catalase1 est surexprimé chez la souche sauvage ou chez le mutant quel 

que soit l’acide phénolique testé. Le gène codant pour la MnSOD2 est sous-exprimé chez la 

souche sauvage ou chez le mutant quel que soit l’acide phénolique testé. Concernant les gènes 

codant les catéchol-dioxygénases, le gène codant pour la CD1 est surexprimé 

significativement en présence d’acides phénoliques uniquement chez la souche sauvage. 

Globalement il semble que quel que soit le chémotype et l’acide phénolique testé, les gènes 

codant pour la catalase1 et la CD1 soient surexprimés alors que le gène codant pour la 

MnSOD2 soit sous-exprimé. Fgap1 ne semble pas intervenir dans cette régulation.  

IV- Discussion 

Nous avons dans ce chapitre testé l’effet de deux acides phénoliques, l’acide caféique et 

l’acide férulique, sur la production de TCTB chez deux souches, une de chémotype  
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DON/ADON et une de chémotype NIV/FX. L’implication de Fgap1 dans cette régulation a 

été analysée.  

Tout d’abord, l’acide caféique inhibe fortement dans notre étude la production de TCTB pour 

les souches de chémotype DON/ADON et NIV/FX. L’acide caféique induit aussi une 

diminution de l’expression des gènes Tri, indiquant que la régulation de la production de 

trichothécènes est, au moins pour partie, liée à la régulation des gènes Tri. Ces résultats sont 

en accord avec ceux observés chez Aspergillus spp. où l’acide caféique inhibe fortement la 

production d’ochratoxine A (Palumbo et al., 2007) ou d’aflatoxine (Nesci and Etcheverry, 

2006). Le facteur Fgap1 ne semble pas intervenir dans cette régulation. 

L’acide férulique induit quant à lui une modulation différente en fonction du chémotype de la 

souche testée, même si son effet n’est pas significatif comparé à l’acide caféique. 

L’expression des gènes Tri est également en accord avec la modulation de  la production de 

TCTB. Ce résultat est en désaccord avec une étude précédemment réalisée sur des souches de 

F. culmorum (Boutigny et al., 2009). Dans cette étude, l’acide férulique inhibait fortement la 

production de TCTB que les souches soient de chémotype DON/ADON ou NIV/FX. Cette 

différence peut venir du fait que dans cette étude, la source de carbone utilisée dans le milieu 

de culture était du glucose, alors que dans notre étude la source de carbone est le saccharose. 

Il a été démontré que le saccharose est un inducteur de la toxinogénèse (Jiao et al., 2008) et 

cette différence de source de carbone pourrait expliquer la différence observée pour nos 

résultats. Cette variation d’effet entre souches est aussi en accord avec des résultats observés 

chez Aspergillus spp. où l’effet des acides phénoliques était variable entre plusieurs souches 

d’une même espèce (Nesci and Etcheverry, 2006). Il semblerait donc que l’effet des composés 

phénoliques puisse être souche dépendant.  
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Cette différence entre l’effet de l’acide caféique et l’effet de l’acide férulique pourrait aussi 

s’expliquer par leurs potentiels antioxydants. Dans l’étude de Ponts et al., (2011), ou encore 

dans la thèse de Boutigny en 2007, l’existence d’une relation entre potentiel antioxydant et 

capacité à moduler la production de TCTB a été suggérée. L’acide caféique est plus 

antioxydant que l’acide férulique (Castelluccio et al., 1995), il serait donc plus 

antimycotoxinogène.    

Des études menées au laboratoire sur F. verticillioides, ont également montré que certains 

groupes de gènes étaient surexprimés spécifiquement en fonction de l’acide phénolique testé 

(Ponts et al., 2013). Il semblerait donc que pour une même souche, l’effet soit différent en 

fonction du composé phénolique testé. En complément, les acides phénoliques sont absorbés 

et transformés différemment en fonction de leur structure, ce qui peut entraîner des 

différences de capacité d’inhibition de la toxinogénèse. Il apparaît ainsi que l’activité des 

acides phénoliques puisse être composé dépendante.  

L’expression des gènes de réponse aux variations redox a également été étudiée. Globalement 

les gènes codant pour des catalases sont surexprimés quels que soient la souche et le 

traitement considéré. Cette modulation témoigne d’un effet sur le potentiel redox provoqué 

par l’addition d’acides phénoliques. L’expression est la même que l’on se place chez la 

souche sauvage ou chez le mutant ΔFgap1 de chaque chemotype. Ce résultat suggère que 

Fgap1 n’est pas l’acteur majeur de la modulation de l’expression des catalases dans notre 

étude. D’autres candidats, tel que Skn7, facteur qui agit avec Yap1 chez la levure pour induire 

l’expression de gènes codant pour des activités antioxydantes, interviendraient certainement.  

L’expression des catéchol-dioxygénases montre que seul le gène codant pour la CD1 est 

surexprimé en présence d’acides phénoliques et que son activation n’est pas dépendante de  
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Fgap1. Ces résultats sont en accord avec une étude réalisée chez C. heterostrophus 

(Shanmugam et al., 2010), où le gène codant pour la catéchol-dioxygénase 1 était surexprimé 

de manière significative en présence d’acides phénoliques et où son expression n’était pas 

dépendante d’ap1 pour une concentration identique à celle utilisée dans notre étude.  

Le gène codant pour la MnSOD2 est quant à lui fortement sous exprimé en présence d’acides 

phénoliques, quelle que soit la souche testée. Cette MnSOD2 est homologue à une SOD 

mitochondriale et détoxifie les ROS générés par la chaîne respiratoire. Les acides phénoliques 

sont des piégeurs de ROS. Leur supplémentation peut induire une diminution des niveaux de 

ROS et en conséquence une sous-expression du gène codant pour la MnSOD2. Ce résultat 

suggère que les acides phénoliques testés modifient potentiellement la fonction 

mitochondriale, en diminuant l’expression de certains gènes mitochondriaux. Ces résultats 

sont en accord avec des travaux réalisés chez Aspergillus où l’utilisation de composés 

phénoliques en synergie avec des fongicides modifiait fortement la fonction mitochondriale et 

diminuait l’activité MnSOD (Kim et al., 2006). Cette réduction de la fonction mitochondriale 

résultait même, selon les auteurs, en un stress oxydant causé par un relargage anormal 

d’électrons de la chaîne respiratoire. Ce phénomène pourrait expliquer l’augmentation 

d’expression des gènes codant pour des catalases observée dans nos résultats.  

Globalement, l’acide caféique testé ici présente une capacité antimycotoxinogène plus 

importante que l’acide férulique. Cette capacité passerait par une modulation de l’activité 

mitochondriale, via une régulation transcriptionnelle des gènes de détoxification, 

indépendante de Fgap1. La disparition de l’acide caféique et de l’acide férulique dès 4 jours 

de culture et la forte surexpression du gène CD1 suggèrent que les acides phénoliques sont 

métabolisés, dégradés, ou compléxés dans le mycélium dès leur supplémentation dans les 4 

premiers jours de culture. Cette biotransformation a été confirmée récemment par des études  
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menées au laboratoire qui ont mis en évidence une voie de métabolisation  de l’acide caféique 

en acide protocatéchique ou en acide hydroxycaféique par F. verticillioides (Article soumis, 

Vessela Atanasova-Pénichon).  

Afin de conclure plus précisément sur l’effet de ces composés phénoliques, il serait 

intéressant de tester l’effet de ces deux composés sur un plus grand nombre de souches de 

chémotypes différents et d’analyser leur possible métabolisation. Cette analyse associée à 

celle de l’expression d’autres gènes impliqués dans leur transformation permettrait de 

progresser dans la connaissance des mécanismes d’inhibition de la toxinogénèse en présence 

d’acides phénoliques.  
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Dans les premiers chapitres, nous avons analysé le rôle du facteur Fgap1 dans la réponse au 

stress oxydant, en lien avec la modulation du métabolisme secondaire et plus particulièrement 

la production de TCTB chez F. graminearum. Nous avons vu que des gènes de la voie de 

biosynthèse du DON semblent être régulés via Fgap1, au moins de façon indirecte. D’autres 

gènes classiquement impliqués dans la réponse au stress oxydant ont, quant à eux, des profils 

de régulations apparemment plus complexes vis-à-vis de Fgap1. Afin de clarifier le rôle de 

régulateur de Fgap1 chez F. graminearum producteur de DON et de 15ADON, nous avons 

entrepris une démarche de transcriptomique globale avec le double objectif d’identifier les 

gènes placés sous le contrôle de Fgap1 ainsi que les réseaux de régulation mis en jeu en 

réponse à des changements des paramètres redox du milieu.  

La souche INRA 605 DON/ADON a été cultivée en présence ou non d’H2O2 ou d’acide 

caféique. Ces transcriptomes ont été comparés à ceux de nos mutants ΔFgap1 et Fgap1
c
trunc  

décrits dans le chapitre 1 de ce manuscrit, ainsi qu’à celui du mutant ΔFgap1 cultivé en 

présence d’H2O2. Les ARN totaux ont été récupérés après 4 et 5 jours de culture. En effet, ces 

temps de culture correspondent au moment où s’initie l’accumulation des trichothécènes et au 

moment où les trichothécènes sont bien détectés dans le milieu de culture. Les ARN 

messagers ont ensuite été isolés et séquencés sur une plateforme à haut-débit (Illumina Hi-Seq 

2000) à l’ENS Paris. Les résultats présentés dans ce chapitre sont en cours d’analyse.  
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 I- Introduction 

La voie de biosynthèse des TCTB est maintenant identifiée et les gènes Tri impliqués sont 

caractérisés (Gardiner et al., 2009, Kimura et al., 2007, McCormick et al., 2011). Cependant, 

les mécanismes contrôlant l’expression de cette voie et donc l’accumulation de trichothécènes 

ne sont pas encore complétement compris. Des études précédentes ont, en particulier, analysé 

l’effet de variations redox sur la production de TCTB in vitro. Ainsi, un stress oxydatif par 

H2O2 stimule l’accumulation des trichothécènes et le niveau d’expression des gènes Tri alors 

que des composés antioxydants les inhibent (Boutigny et al., 2009, Ponts et al., 2007) 

(Chapitres 1, 2 et 3 de ce manuscrit). De plus, nous avons montré que Fgap1 est impliqué 

dans la réponse au stress oxydant et dans l’accumulation de trichothécènes via la régulation 

des gènes Tri chez F. graminearum (Montibus et al., 2013)(Article soumis). Plus précisément, 

un mutant ΔFgap1 qui n’est plus capable d’activer les gènes de réponse au stress oxydant, 

produit plus de toxines que la souche sauvage, en association avec une surexpression des 

gènes Tri4 et Tri5. De plus, l’accumulation de trichothécènes chez ce mutant n’est plus 

stimulée par le stress oxydant. En revanche, un mutant Fgap1
c
trunc exprimant une forme 

tronquée et constitutivement active de la protéine Fgap1 produit, quant à lui, de faibles 

quantités de trichothécènes, associées à une forte répression des gènes Tri4 et Tri5, quelles 

que soient les conditions testées, y compris en réponse au stress (Montibus et al., 2013)(article 

soumis). Les mécanismes impliqués dans ces régulations ne sont cependant pas encore 

élucidés. Dans un contexte plus large, et malgré les avancées décrites dans les chapitres 

précédents de cette thèse, la régulation de la production de trichothécènes en réponse à des 

changements des paramètres redox du milieu n’est pas complétement comprise. L’analyse des 

réseaux de régulation transcriptionnelle, ainsi que leur dynamique au cours de la production 

de toxines en présence/absence de composés oxydants et antioxydants est nécessaire à la 

compréhension détaillée des mécanismes mis en jeu ici.  
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Une approche de transcriptomique globale pourrait ainsi mettre en avant des voies de 

régulation impliquées dans la réponse aux variations redox en lien avec la production de 

toxines et Fgap1. Une telle approche est largement simplifiée par la disponibilité d’un génome 

de référence entièrement séquencé pour F. graminearum (Cuomo et al., 2007). Ainsi, F. 

graminearum possède plus de 13700 gènes répartis sur quatre chromosomes (environ 36 Mb 

au total, annotation v3.1) (Wong et al., 2011). 

 Des données de régulations transcriptionnelles existent mais elles sont dispersées et leurs 

résultats restent difficiles à intégrer. Par exemple, une approche par « microarrays » a permis 

d’identifier plus de 3000 gènes de F. graminearum exprimés indifféremment en milieu 

restreint en azote ou restreint en carbone (Güldener et al., 2006). Ces mêmes biopuces ont 

permis d’identifier 395 gènes de F. graminearum exprimés aussi bien pendant l’infection du 

blé que de l’orge (Boddu et al., 2006, Lysoe et al., 2011), mais également les gènes impliqués 

dans les différentes étapes de la différentiation des périthèces (Hallen et al., 2007) ou encore 

de la germination des macroconidies (Seong et al., 2008).  

Très récemment, une analyse de type RNA-seq a été réalisée chez F. graminearum producteur 

de DON dans le but d’améliorer l’annotation du génome et, en particulier, d’identifier des 

épissages alternatifs (Zhao et al., 2013). Cette étude a mis en évidence que 377 gènes étaient 

incorrectement annotés dans la base de données du Broad Institute et que 231 gènes sont 

soumis à des évènements d’épissage alternatif. L’aspect quantitatif des niveaux d’expression 

des gènes n’a cependant pas été traité. 

Au-delà de l’aspect structural (i.e. identification de transcrits par exemple), les approches de 

type RNA-seq présentent plusieurs avantages par rapport aux biopuces. En effet, le RNA-seq 

ne se limite pas à la détection de transcrits correspondant à des séquences génomiques 

connues mais permet de réaliser des analyses sans a priori et en incluant des éventuels  



Tableau 1 : Amorces utilisées pour les analyses par q-RT-PCR.    

ORF  Amorce sens 5’è3’ Amorce antisens 5’è3’ 
FGSG_06257-GAPDH TCAAGGGTGTTCTGGCCTAC AGTAACCCCACTCGTTGTCG 
FGSG_08811-EF1α TGTCTACAAGATTGGCGC CTTGCAGGCAATGTGG 
FGSG_03535-Tri4 TATTGTTGGCTACCCCAAGG TGTCAGATGCGCCTTACAAA 
FGSG_03537-Tri5 GACCCTAAGCGACTACAG GTGCTACGGATAAGGTTC 
FGSG_03536-Tri6 AGCGCCTTGCCCCTCTTTG AGCCTTTGGTGCCGACTTCTTG 
FGSG_07896-Tri101 AGGGCATTAGCGAGGGAAACACA ACGGCACGCCTTGGAGAGTAGAC 



Chapitre 4 : Régulation de l’expression du génome de F. graminearum et paramètres redox  

145 

 

variants de séquences ou structuraux (e.g. polymorphisme naturel intra-espèce de type SNP). 

Enfin, d’un point de vue technique, le RNA-seq présente de nombreux avantages tels qu’une 

absence de limite supérieure de quantification, une excellente sensibilité et reproductibilité, et 

un besoin de peu de matériel au départ (Wang et al., 2009).  

Dans cette étude, nous avons appliqué une approche de type RNA-seq en mode « paires » 

pour l’analyse du transcriptome de F. graminearum producteur de DON en comparaison avec 

ceux de nos souches transformées ΔFgap1 et Fgap1
c
trunc, et également en réponse à des 

variations redox. Les objectifs de cette étude sont d’analyser les variations d’expression de 

gènes en fonction des paramètres redox du milieu (i.e. pour notre analyse en présence de H2O2 

ou d’acide caféique), et également d’identifier le(s) réseau(x) de régulation dans le(s)quel(s) 

le facteur Fgap1 est impliqué dans le cadre de la réponse au stress oxydant. 

II- Procédures expérimentales 

II-1- Souches fongiques, conditions de culture, analyse des TCTB, préparation des ARNs 

et analyses q-RT-PCR 

Ces procédures ont été réalisées comme précédemment décrit dans le Chapitre 1 de ce 

manuscrit. La souche sauvage I605 de chémotype DON/ADON, le mutant ΔFgap1 et deux 

mutants Fgap1
c
trunc validés dans le chapitre 1 ont été utilisés ici. Les amorces utilisées pour les 

analyses en q-RT-PCR sont résumées dans le Tableau 1. Deux gènes de référence ont été 

choisis : GAPDH et EF1α. 

 

  



 

 

 

 

 

 

  



Chapitre 4 : Régulation de l’expression du génome de F. graminearum et paramètres redox  

146 

 

II-2- Préparation des banques et séquençage 

Les ARN totaux de deux à trois répétitions biologiques ont été combinés. Les ARNm 

polyadénylés ont ensuite été purifiés en utilisant le kit NEBNext Poly(A) Magnetic Isolation 

Module (NEB, USA), en suivant les instructions du fournisseur. Les banques de séquençage 

ont ensuite été construites en utilisant le kit NEBNext® Ultra™ Directionnal RNA Library 

Prep Kit for Illumina® (NEB, USA) selon les instructions du fournisseur, au sein de la 

plateforme de séquençage Genomic Paris Centre de l’ENS Paris (J. Pouch et S. Le Crom). 

Cette procédure permet de préserver l’information d’orientation des ARN séquencés (mode 

directionnel). Les banques ont enfin été séquencées en 6-plex 2x100 pb (mode « paires ») sur 

une plateforme Illumina® HiSeq 2000 (réactifs Illumina Truseq v3, deux lignes de 

séquençage) à la plateforme de séquençage Genomic Paris Centre (J. Pouch).  

II-3- Préparation des séquences et alignement sur le génome de référence 

Toutes les analyses ont été réalisées avec le logiciel CLC Genomic Workbench v6.5. Notre 

plan de travail est présenté en Figure S1. Les séquences ne dépassant pas un ratio signal/bruit 

satisfaisant (critère Illumina® chastity ≥ 0.6) ont été éliminées. Elles ont ensuite été nettoyées 

pour éliminer les parties correspondantes aux adaptateurs et aux amorces utilisés pour la 

préparation des banques et le séquençage, ainsi que les nucléotides et les séquences de qualité 

insuffisante (Sanger Q score < 15, i.e. probabilité qu’il s’agisse d’une erreur de séquençage < 

0.05). Les données de qualité mesurées avec le logiciel FastQC de S. Andrews, Babraham, 

Bioinformatics) ont également été prises en compte. Les séquences de longueur inférieure à 

15 nucléotides à la suite de ce nettoyage ont été éliminées pour limiter les ambiguïtés 

d’alignement dans la suite de notre analyse. Les séquences contenant plus de 10% de N 

(nucléotide inconnu) ont également été retirées de notre analyse. 
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Enfin, seules les paires de séquences restées intactes, i.e. celles dont les deux membres de la 

paire ont une qualité satisfaisante, ont été gardées pour la suite de l’analyse. Les séquences de 

chaque échantillon ont ensuite été alignées sur le génome de référence de F. graminearum 

(EnsemblFungi20 annotation FG3) et les paires de séquences s’alignant sur chaque transcrit 

ont été comptées (selon le mode qu’une paire de séquences compte pour un alignement). Les 

résultats obtenus ont ensuite été normalisés en ramenant tous les résultats à 10 millions de 

séquences alignées puis par la méthode des quantiles et exprimés en Reads Per Kilobase 

Mapped ou RPKM (Mortazavi et al., 2008).  

II-4- Comparaison des profils transcriptomiques 

Une analyse d’expression différentielle entre échantillons pris deux à deux a ensuite été 

réalisée (Tableau 6). Les différences significatives d’expression ont été évaluées en utilisant le   

Z-test de Kal, basé sur les proportions (p≤0.01) (Kal et al., 1999), et en maintenant un taux de 

faux positifs en dessous de 1% (FDR ≤ 0.01). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tableau 2 : Résumé des conditions expérimentales testées.  

Génotype considéré de F. 

graminearum, code INRA 605, 
DON/15ADON 

Condition Temps de culture Code attribué 

Sauvage Non supplémentée 4 jours A 

Sauvage H2O2 0.5 mM 4 jours B 

Sauvage Acide caféique 
0.5 mM 

4 jours C 

ΔFgap1 Non supplémentée 4 jours D 

ΔFgap1 H2O2 0.5 mM 4 jours E 

Fgap1c
trunc 1 Non supplémentée 4 jours F 

Fgap1c
trunc 2 Non supplémentée 4 jours G 

Sauvage Non supplémentée 5 jours A 

Sauvage H2O2 0.5 mM 5 jours B 

Sauvage Acide caféique 
0.5 mM 

5 jours C 

ΔFgap1 Non supplémentée 5 jours D 

ΔFgap1 H2O2 0.5 mM 5 jours E 
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III- Résultats 

III-1- Conditions biologiques utilisées pour l’analyse RNA-seq, accumulation de 

trichothécènes et expression des gènes Tri correspondant 

La régulation globale des niveaux d’expression de la souche sauvage et des mutants ΔFgap1 

et Fgap1
c
trunc en réponse aux variations redox a été réalisée par analyse transcriptomique. Les 

conditions expérimentales choisies pour cette analyse sont regroupées dans le Tableau 2. 

La production de trichothécènes a été évaluée dans ces conditions et les résultats sont 

présentés dans la Figure 1. Les données sont cohérentes avec celles obtenues dans les 

chapitres 1 et 3 de ce manuscrit. Le stress oxydant stimule la production de TCTB chez la 

souche sauvage (B vs A) alors que l’acide caféique l’inhibe (C vs A). Le mutant ΔFgap1 

produit plus de trichothécènes que la souche sauvage (D vs A), et le stress oxydant n’a pas 

d’effet sur l’accumulation de toxines chez ce mutant (E vs D). Enfin, les deux mutants 

Fgap1
c
trunc (F et G) produisent de très faibles quantités de trichothécènes.  

Les ARN de ces conditions ont été extraits après 4 et 5 jours de culture pour l’analyse RNA-

seq et ont également été utilisés pour une analyse en q-RT-PCR. Les niveaux d’expression des 

gènes Tri4, Tri5, Tri6 et Tri101 ont été analysés (Figure 2). L’effet du traitement a d’abord été 

analysé à 4 jours de culture (Figure 2-A). Le traitement avec H2O2 entraîne une augmentation 

générale du niveau d’expression des gènes Tri alors que l’acide caféique entraîne une forte 

inhibition (jusqu’à plus de 4 fois). Des résultats identiques sont observables à 5 jours de 

culture (données non présentées). Nous avons ensuite comparé le niveau d’expression des 

gènes Tri chez les mutants par rapport à la souche sauvage (Figure 2-B). Chez le mutant 

ΔFgap1, les gènes Tri4 et Tri5 sont surexprimés par rapport à la souche sauvage.  



 

Figure 1: Production en trichothécènes pour les souches étudiées. (A) Quantité de 
trichothécènes (DON+15ADON) dans les différentes conditions testées après 4 jours de 
culture. (B) Quantité de trichothécènes (DON+15ADON) dans les différentes conditions 
testées après 5 jours de culture. Les conditions A, B, et C correspondent à la souche sauvage 
de F. graminearum en conditions contrôles (non supplémentées), supplémentées avec 0.5 mM 
de H2O2 ou avec 0.5 mM d’acide caféique, respectivement. Les conditions D et E 
correspondent au mutant ΔFgap1 en conditions contrôles (non supplémentées) ou 
supplémentées avec 0.5 mM de H2O2. Les conditions  F et G correspondent aux deux mutants 
Fgap1c

trunc
 en conditions contrôles (non supplémentées). Les valeurs présentées sont 

exprimées en µg de toxines par g de biomasse sèche et correspondent à la moyenne ± écart-
type de trois répétions biologiques. L’étoile indique une différence significative entre les deux 

conditions testées (Student t-test, p = 0.05). 
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Chez les deux mutants tronqués, tous les gènes Tri sont fortement sous exprimés (plus de 16 

fois) en comparaison à la souche sauvage. Encore une fois, les mêmes résultats sont 

observables à 5 jours de culture (données non présentées). Les variations des niveaux 

d’expression observées pour les gènes Tri sont en accord avec les niveaux de production de 

trichothécènes mesurés dans chaque condition.  

III-2- Analyse transcriptomique globale par mRNA-seq : pré-traitement des lectures de 

séquençage 

Les échantillons ont été séquencés sur une plateforme HiSeq 2000 (Illumina®) et les 

séquences de qualités insuffisantes ont été exclues de l’analyse (voir la section Procédures 

expérimentales et la Figure S1). Plus de 17 millions de séquences de haute qualité ont ainsi 

été obtenues, longues de 87 à 88 nucléotides en moyenne, ce qui représente une profondeur 

minimale de séquençage (i.e. le nombre de fois où le génome de F. graminearum est couvert, 

en se basant sur une taille du génome de 36 Mb, ou X coverage) de 43 fois le génome de 

référence (Tableau 3). D’une manière générale, il est admis qu’une profondeur de 30X est 

nécessaire à la réalisation d’analyses fiables. 

Tableau 3 : Rendements de séquençage. 

21863704 21149962 17774174 87,9 43

30600506 29761318 23110354 88,1 57

91407532 88913826 84050354 88,1 206

22320250 21826638 20513870 88,1 50

35523774 34389680 29427316 88,0 72

106704640 104226134 101426076 88,2 248

84101454 76213904 74205622 87,3 180

89042670 80811288 78307388 87,4 190

83516856 76087250 73329520 87,4 178

108997096 97968584 91403020 87,3 222

86354048 78782612 75407502 87,5 183

78912580 72184316 70111360 87,4 170

Nom de l'échantillon 
Index 

multiplex
X - coverage

Nombre de 

séquences  (paired) 

Nombre de séquences 

après filtre "chastity" 

Illumina

Nombre de 

séquences après 

nettoyage 

Taille moyenne 

des séquences 

(pb)

ΔFgap1  H2O2 5j [E]

GAGTGG

ATGTCA

ACTGAT

GTTTCG

TGACCA

ATTCCT

GCCAAT

AGTCAA

CTTGTA

AGTTCC

GTCCGC

GAGTGG

Fgap1
c
trunc  2 4j [G]

WT H2O2 5j [B]

WT 5j [A]

ΔFgap1  5j [D]

WT caf 5j [C]

WT H2O2 4j [B]

WT 4j [A]

ΔFgap1  4j [D]

WT caf 4j [C]

Fgap1
c
trunc  1 4j [F]

ΔFgap1  H2O2 4j [E]



 

Figure 2 : Niveau d’expression des gènes Tri4, Tri5, Tri6 et Tri101 après 4 jours de 

culture. (A) Effet de l’H2O2 et de l’acide caféique sur le niveau d’expression des gènes Tri 
chez la souche sauvage. (B) Niveau d’expression des gènes Tri chez les mutants comparés à 
la souche sauvage. Les résultats sont les ratios d’expression exprimés en log2. * indique une 

variation significative en comparaison avec le contrôle.  
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Nous avons ensuite aligné les séquences obtenues sur le génome de référence de F. 

graminearum (EnsemblFungi20, annotation FG3), avec le logiciel CLC Genomic Workbench 

v6.5. Deux approches ont été envisagées : un alignement sur le génome annoté afin de 

quantifier les niveaux d’expression des gènes dans nos différentes conditions, et un 

alignement sur le génome sans annotation dans le but d’identifier éventuellement de nouveaux 

transcrits et des transcrits antisens en utilisant le fait que nos banques de séquençage aient été 

construites en préservant l’information d’orientation des gènes. Seuls les résultats 

préliminaires sur le génome annoté sont présentés ici, le reste de l’analyse étant actuellement 

en cours.  

L’alignement sur le génome et l’annotation de référence de F. graminearum a été réalisé de 

façon stricte, en autorisant deux mis-appariements au maximum par séquence ne trouvant 

d’alignement possible qu’une fois exactement dans tout le génome. Plus de 68% des 

séquences ont ainsi pu être alignées, pour chaque échantillon, sur le génome de référence de 

F. graminearum, donnant une profondeur de séquençage minimale de 30X. 

Tableau 4 : Statistiques d’alignement sur le génome de F. graminearum. 

 

87,9 17774174

88,1 23110354

88,1 84050354

88,1 20513870

88,0 29427316

88,2 101426076

87,3 74205622

87,4 78307388

87,4 73329520

87,3 91403020

87,5 75407502

87,4 70111360
141

212

150

160

151

155

152

62279928

64042185

62366746

57991176

X-coverage

30

40

160

35

57

65436850

14453516

23197913

86462688

61903314

65796358

Taille moyenne des 

séquences (pb)

Nombre de 

séquences  totales 

Nombre de séquences s'alignant 

exactement une fois avec un maximum de 

deux mis-appariements

12150654

16445301

WT 4j [A]

ΔFgap1  4j [D]

WT caf 4j [C]

Fgap1
c
trunc  1 4j [F]

ΔFgap1  H2O2 4j [E]

CTTGTA

AGTTCC

GTCCGC

GAGTGG

WT H2O2 4j [B]

Nom de 

l'échantillon 

Index 

multiplex

ΔFgap1  H2O2 5j [E]

GAGTGG

ATGTCA

ACTGAT

GTTTCG

TGACCA

ATTCCT

GCCAATFgap1
c
trunc  2 4j [G]

WT H2O2 5j [B]

WT 5j [A]

ΔFgap1  5j [D]

WT caf 5j [C]

AGTCAA
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Un exemple d’alignement de séquences de la souche sauvage, du mutant ΔFgap1 et du mutant 

Fgap1
c
trunc 1 sur le gène Fgap1 (FGSG_08800) est présenté en Figure S2. Ces alignements 

valident les mutants que nous avons réalisés. En effet, les 3000 lectures du séquençage 

s’alignent parfaitement avec les exons du gène Fgap1, validant l’annotation du gène et la 

présence de deux introns. Pour le mutant ΔFgap1, l’absence de lectures de séquences dans la 

partie centrale du gène valide la délétion. Pour le mutant Fgap1
c
trunc, le plus grand nombre de 

lectures de séquençage (facteur 10 par rapport au gène sauvage) au niveau des deux premiers 

exons valide la surexpression de la forme tronquée.  

Etant donné qu’après alignement sur le génome de référence, la profondeur de séquençage 

obtenue n’est pas la même pour tous les échantillons, l’analyse de la distribution des 

échantillons que nous avons réalisée par box-plot montrait une dispersion variable d’un 

échantillon à l’autre (Figure 3). Cette dispersion pouvant venir d’une efficacité différente de 

séquençage, nous avons alors normalisé nos données, comme indiqué dans les procédures 

expérimentales, pour compenser les dispersions obtenues entre échantillons et pour pouvoir 

comparer convenablement les niveaux d’expression dans nos échantillons (Figure 4). Les 

valeurs d’expression sont exprimées en RPKM (Mortazavi et al., 2008) afin de pondérer le 

biais lié à des longueurs différentes de gènes. A titre d’exemple, les valeurs d’expression 

normalisée des gènes Tri sont présentées dans le Tableau 5. Ces résultats suivent ceux obtenus 

en q-RT-PCR : les gènes Tri sont sous exprimés en présence d’acide caféique chez la souche 

sauvage, surexprimés chez le mutant délété et très largement sous-exprimés chez les mutants 

où Fgap1 est tronqué. 

Tableau 5 : Valeurs d’expression normalisées pour les gènes Tri à 4 jours de culture. 

 

Gène Sauvage ΔFgap1 Fgap1
c

trunc 1 Fgap1
c

trunc 2

Tri4 6467 10870 12 122

Tri5 1682 3798 2 13

Tri6 861 1119 24 74

Tri101 1703 2247 66 168

879

878

517

542

Sauvage + H2O2 Sauvage + acide caféique

3314 2826

1601 1690



 

Figure 3 : Dispersion des 

valeurs d’expression avant 

la normalisation des 

données. Les codes A, B, C, 

D, E, F et G correspondent 

aux échantillons référencés 

dans le Tableau 2.  

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Dispersion des 

valeurs d’expression après la 

normalisation des données. 

Les codes A, B, C, D, E, F et 

G correspondent aux 

échantillons référencés dans 

le Tableau 2.  
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III-3- Expression différentielle 

Les valeurs d’expression des gènes ont été comparées dans les échantillons pris deux à deux, 

selon le schéma proposé en Tableau 6. Le nombre de gènes sous- et surexprimés varie en 

fonction des situations considérées. Nous pouvons voir que cependant, pour chaque analyse 

présentéé ici, un nombre conséquent de gènes est surexprimé ou sous-exprimé, par rapport au 

nombre de gènes considérés au départ (environ 15600 gènes). Les résultats sont en cours 

d’analyse. 

Tableau 6 : Analyse d’expression différentielle entre échantillons pris deux à deux 

(p≤0.01 ; FDR≤0.01). 

Conditions comparées à 4 jours 

de culture 

Nombre de gènes sur-

exprimés 

Nombre de gènes sous 

exprimés 

Sauvage vs Sauvage + H2O2 2556 2380 

Sauvage vs Sauvage + acide 
caféique 

2453 2755 

Sauvage vs ΔFgap1 3070 3169 

Sauvage vs Fgap1
c
trunc 1 2915 3013 

Sauvage vs Fgap1
c
trunc 2 2535 2786 

 

IV- Conclusion 

L’analyse de nos données RNA-seq est loin d’être terminée mais les résultats que nous avons 

obtenus jusqu’à présent sont extrêmement encourageants. Nos premiers résultats ont permis 

de valider nos mutants et de voir que les valeurs d’expression normalisées obtenues 

semblaient être cohérentes avec les résultats obtenus en q-RT-PCR. De plus, les analyses 

d’expression différentielle semblent montrer un nombre conséquent de gènes sous-exprimés 

ou surexprimés de manière significative lorsque Fgap1 est délété (environ 6000 sur 15000).  
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annoté 
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Expression 
différentielle  
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Figure S1 : Plan de réalisation du séquençage et de son analyse. Les rectangles verts 
correspondent aux étapes réalisées par l’ENS-Paris. Les rectangles bleus correspondent aux 
étapes réalisées par nos soins.  Le rectangle rouge correspond à une analyse envisagée par la 
suite.  
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transcrits ? 

Expression différentielle ? 

Catégories 
fonctionnelles ?  
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Figure S2 : Alignements des lectures de séquençages sur le gène FGSG_088000 (Fgap1). (A). 
Souche INRA605 à 4 jours de culture. 3342 séquences s’alignent sur les exons de Fgap1. (B). Mutant 
ΔFgap1 à 4 jours de culture. 152 séquences s’alignent avec les parties 5’ et 3’ de Fgap1. La partie 
centrale n’est effectivement plus exprimée. (C). Mutant Fgap1

c
trunc 1 à 4 jours de culture. 33499 

séquences s’alignent sur les exons de Fgap1. Le nombre important de séquences présentes sur les deux 
premiers exons reflète la surexpression de la forme tronquée de Fgap1. Les séquences s’alignant sur la 

fin du transcrit proviennent uniquement de la copie sauvage de Fgap1.  
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Un travail important reste cependant à faire, avec l’analyse fonctionnelle de ces données et 

l’identification des gènes placés sous le contrôle de Fgap1 ainsi que les réseaux de régulation 

mis en place en réponse à des changements des paramètres oxydants du milieu. De façon plus 

exploratoire, une recherche de nouveaux transcrits (en incluant les évènements d’épissage 

alternatif) et de transcrits antisens éventuels a également été entreprise. 

Très récemment, nous avons entrepris une autre analyse de transcriptomique par RNA-seq, en 

partenariat avec la plateforme de génotypage INRA-Pierroton (F. Salin), cette fois pour 

comparer les différences qui peuvent exister entre les souches de chémotype DON et celles de 

chémotype NIV. Les souches INRA 605 de chémotype DON/15ADON et INRA 91 de 

chémotype NIV/FX ont ainsi été cultivées pendant 4 jours en présence ou absence d’acide 

caféique avant la préparation d’ARN totaux déplétés de leurs séquences ribosomales pour un 

séquençage sur la plateforme Proton® de Ion Torrent – Life Technologies. Cette approche 

expérimentale est en cours d’évaluation. 
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Un des moteurs principaux ayant motivé les nombreuses études sur F. graminearum est la 

synthèse par ce champignon filamenteux phytopathogène de métabolites secondaires 

toxiques, les trichothécènes de type B (TCTB). Ces toxines vont s’accumuler dans les grains, 

et sont à l’origine de conséquences sanitaires et économiques importantes. Le niveau de 

toxines accumulées dépend du climat, des pratiques culturales, de la disponibilité de 

l’inoculum mais également du niveau de résistance des variétés de céréales utilisées. Ce 

niveau est donc très variable. Un des éléments essentiels pour progresser dans la maîtrise de la 

contamination est une compréhension fine des mécanismes induisant ou réprimant la 

biosynthèse des TCTB in planta.  

Les étapes conduisant à la voie de biosynthèse des TCTB sont maintenant identifiées et les 

gènes Tri codant pour les enzymes impliquées dans cette voie sont désormais connus 

(Gardiner et al., 2009, McCormick et al., 2011). Plusieurs facteurs externes ont été démontrés 

comme modulant la voie de biosynthèse des trichothécènes (Merhej et al., 2011). Les sources 

de nutriment jouent un rôle important dans cette modulation (Gardiner et al., 2009, Jiao et al., 

2008). Des études précédentes menées au laboratoire ont également montré l’implication, via 

des facteurs de transcription, de facteurs environnementaux tels que le pH ou la lumière 

(Merhej et al., 2010). Les variations du potentiel redox du milieu ont également été étudiées. 

Ainsi, un stress oxydant induit une surexpression des gènes Tri et en conséquence active la 

production de trichothécènes chez F. graminearum (Ponts et al., 2007). A l’opposé, les 

composés antioxydants tels que l’acide férulique inhibent la production de toxines et 

l’expression des gènes Tri (Boutigny et al., 2008). Cependant, les mécanismes moléculaires à 

l’origine de cette modulation n’étaient pas encore élucidés. Ce travail s’est intéressé à la 

caractérisation de la réponse aux variations redox chez une souche de chémotype 

DON/ADON et chez une souche de chémotype NIV/FX. L’identification  du facteur Fgap1 et 

sa caractérisation comme acteur de la réponse aux variations redox ont été entreprises.  
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I- Réponse aux variations redox et chémotype 

L’effet de stress oxydatifs a été analysé sur notre souche modèle pour ce travail, la souche F. 

graminearum référencée INRA 605, de chémotype DON/ADON. H2O2, testée dans notre 

étude à la concentration de 0,5 mM, active la production de trichothécènes et l’expression des 

gènes Tri chez la souche DON/ADON. Une comparaison a été réalisée avec une souche F. 

graminearum de chémotype NIV/FX et a montré que chez ce chémotype, H2O2 n’activait pas 

la production de trichothécènes. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus 

précédemment sur un panel plus large de souches de F. graminearum et F. culmorum (Ponts 

et al., 2009). La différence observée pourrait s’expliquer par le fait que les souches de 

chémotype NIV/FX possèdent un meilleur équipement catalase. Les catalases sont 

responsables de la dismutation de l’H2O2. Les souches NIV/FX développeraient une meilleure 

adaptation au stress oxydant induit par H2O2 comparées aux souches DON/ADON.  

 

Nous avons ensuite analysé l’effet d’un autre oxydant, le diamide, sur la production de 

trichothécènes chez les deux souches de chémotype DON/ADON et NIV/FX. Dans les deux 

cas, le diamide active très fortement la production de trichothécènes. Notre analyse en RT-

PCR semi-différentielle n’a cependant pas permis de montrer une modulation significative de 

l’expression des gènes Tri associée à cette augmentation de la production de toxines. Une 

analyse en q-RT-PCR permettrait d’analyser avec une plus grande sensibilité l’existence de 

différences d’expression (mêmes faibles) de ces gènes Tri. Le fait que, contrairement à H2O2, 

le diamide ait le même effet quel que soit le chémotype, peut s’expliquer par sa capacité à 

oxyder les fonctions thiols et sa perception chez le champignon qui passe par le système 

glutathion (Pocsi et al., 2005). Le diamide entraîne en effet une oxydation du glutathion 
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résultant en un déséquilibre GSH/GSSG alors que H2O2 induit une augmentation 

intracellulaire de ROS tels que l’anion superoxide ou le radical hydroxyle (Toledano et al., 

2003). Ces deux mécanismes d’action différents pourraient induire des réseaux de régulation 

différents, comme déjà suggéré (Pocsi et al., 2005). Pour valider cet effet du diamide, il serait 

intéressant d’analyser les effets de cet oxydant sur un plus grand nombre de souches de 

chémotype DON/ADON et NIV/FX et d’analyser l’expression des gènes Tri en q-RT-PCR. 

De même, il serait intéressant de tester un autre oxydant potentiel des fonctions thiols, tel que 

la ménadione (Pocsi et al., 2005), et d’étudier si, comme pour le diamide, l’effet est le même 

quel que soit le chémotype.  

 

Le contrôle exercé par des molécules antioxydantes comme les composés phénoliques a 

ensuite été analysé sur notre souche de référence de chémotype DON/ADON et sur la souche 

de chémotype NIV/FX. L’acide férulique, déjà testé sur d’autres souches au laboratoire 

(Boutigny et al., 2008) et l’acide caféique ont été choisis. L’acide caféique présente un 

potentiel antimycotoxinogène important puisqu’il entraîne une diminution significative de la 

production de trichothécènes quel que soit le chémotype considéré, associée à une diminution 

d’expression des gènes Tri. L’acide férulique présente quant à lui un effet moins marqué. Ces 

résultats sont en désaccord avec ceux observés par Boutigny et al., en 2008, chez des souches 

de F. culmorum, où l’acide caféique et l’acide férulique inhibaient tous les deux la 

biosynthèse de TCTB. Ces résultats suggèrent un effet souche dépendant des composés testés. 

Ces deux composés phénoliques ont été testés récemment au laboratoire sur un plus grand 

nombre de souches de chémotype DON/ADON ou NIV/FX appartenant aux deux espèces F. 

graminearum et F. culmorum. L’acide caféique et l’acide férulique étaient globalement 

inhibiteurs de la toxinogenèse même si un effet souche dépendant était parfois observable.  
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Le dosage de l’acide caféique et de l’acide férulique dans nos milieux de culture a montré une 

disparition totale de ces composés dès 4 jours de culture. Ceci suggère que les acides 

phénoliques testés pénètrent dans les cellules fongiques et sont potentiellement métabolisés ou 

complexés par le champignon, ou qu’ils sont dégradés dans le milieu de culture. Dans cette 

étude, il aurait été intéressant de pouvoir identifier de manière plus précoce les métabolites 

retrouvés dans les milieux de culture, mais également dans le mycélium. L’existence d’une 

voie de métabolisation des acides phénoliques en présence de F. graminearum est renforcée 

par l’étude de Bily et al., en 2003, qui a démontré que l’acide férulique pouvait pénétrer la 

paroi et la membrane plasmique de F. graminearum, et par l’étude de Atanasova-Pénichon, 

communication personnelle, qui a mis en évidence une voie de métabolisation de l’acide 

caféique en acide protocatéchique et en acide hydroxycaféique par F. verticillioides. De plus, 

des études réalisées chez Fusarium flocciferum et chez d’autres champignons filamenteux tels 

qu’Aspergillus spp., Cochliobolius heterostrophus ou Penicillium spp. ont mis en avant la 

capacité de dégradation des composés phénoliques par ces champignons (Santos et Linardi, 

2004). En particulier, une catéchol-dioxygénase mise en évidence chez Fusarium spp, et aussi 

chez C. heterostrophus semble jouer un rôle important dans l’oxydation de ces composés 

(Santos et Linardi, 2004, Shanmugam et al., 2010). Dans notre étude, le gène codant pour 

cette CD1 est fortement surexprimé en présence d’acide caféique, et un peu moins en 

présence d’acide férulique, quel que soit le chémotype testé. Une aptitude différente des 

souches à métaboliser les acides phénoliques pourrait expliquer la sensibilité différente d’une 

souche à plusieurs composés phénoliques mais également la différence de réponse entre 

plusieurs espèces du même genre pour un composé phénolique donné. Une perspective 

intéressante serait d’étudier en détails la bio-dégradation et la complexation des composés 

phénoliques ajoutés dans le milieu de culture.  
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Il semble donc que l’effet des acides phénoliques ne soit pas uniquement lié à leur potentiel 

antioxydant, comme plusieurs études l’avaient déjà suggéré (Boutigny et al., 2008, Ponts et 

al., 2011), mais que leur effet varie en fonction des souches testées, grâce notamment à une 

possible transformation/métabolisation souche dépendante. Le mécanisme d’action des acides 

phénoliques reste cependant peu documenté. 

Nous pouvons tout de même noter que la seule souche de F. graminearum de chémotype 

NIV/FX que nous avions à notre disposition était la souche référencée INRA 91. Cette souche 

produit peu de trichothécènes in vitro et il aurait été intéressant d’introduire dans notre étude 

une souche possédant un pouvoir toxinogène plus important. Nous pourrons disposer à 

l’avenir de plusieurs souches de F. graminearum de chémotype NIV/FX (souches isolées en 

Angleterre) et vérifier si leur comportement est identique à celui de notre souche de référence 

INRA 91.  

 

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui relient la réponse aux stress 

oxydant et la production de trichothécènes de type B et de progresser dans la connaissance des 

mécanismes d’action des acides phénoliques via leurs potentiels redox, nous avons réalisé des 

mutants du gène Fgap1 chez F. graminearum.  
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II- Implication de Fgap1 dans la réponse aux variations redox 

Nous avons dans un premier temps analysé l’implication de Fgap1 chez notre souche de 

référence INRA 605 de chémotype DON/ADON. Pour cela, nous avons utilisé deux mutants : 

Un mutant « perte de fonction » délété pour Fgap1 et un mutant Fgap1
c
trunc, exprimant une 

forme tronquée constitutivement active de la protéine. Ces mutants ont dans un premier temps 

été cultivés sur milieu solide en les soumettant à différents stress. Le mutant ΔFgap1 est 

notamment plus sensible aux stress osmotiques induit par le sorbitol ou le NaCl, tandis que le 

mutant Fgap1
c
trunc semble plus résistant à ces deux types de stress. Ce phénomène pourrait 

venir du fait que comme chez la levure, ap1 appartient au même signal de transduction que la 

voie des MAP kinases, impliquées dans la réponse à différents stress (Toone et al., 1998). 

Ceci suggère un réseau de régulation où plusieurs voies de réponse seraient interconnectées. 

Cette hypothèse pourra être validée grâce à notre analyse RNA-seq, quand celle-ci aura été 

complétée.  

L’effet de ces mutations sur la production de trichothécènes a ensuite été analysé. De façon 

surprenante, le mutant délété pour Fgap1 a produit plus de trichothécènes que la souche 

sauvage, et le stress oxydant n’a pas induit plus d’accumulation de la production de TCTB 

chez ce mutant. Par ailleurs, les mutants Fgap1
c
trunc produisent très peu de toxines, que ce soit 

en présence ou non d’un stress oxydant. Ces résultats corroborent avec le niveau d’expression 

des gènes Tri observé, confirmant qu’il y a bien une régulation au niveau transcriptionnel. 

Nous pouvons noter que les mutants Fgap1
c
trunc ont été réalisés chez la souche sauvage. Il 

aurait été intéressant de réaliser ces mutants chez la souche ΔFgap1 pour éliminer totalement 

la copie sauvage de Fgap1 et ne garder que la fonction de la forme tronquée. Cependant, il  
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faut remarquer que la forme tronquée a un effet dominant ; on pourrait en conséquence 

s’attendre à un effet identique en l’absence du gène sauvage.  

Il faut admettre que nous nous attendions à obtenir l’effet inverse chez ces mutants en 

présence d’H2O2, c’est-à-dire une diminution de la production de trichothécènes chez le 

mutant ΔFgap1, liée à une absence d’activation des gènes Tri par Fgap1 et une augmentation 

de la production de trichothécènes chez le mutant Fgap1
c
trunc, liée à une surexpression des 

gènes Tri. Cette hypothèse de travail était renforcée par les travaux de Merhej et al., en 2010 

qui ont permis d’identifier la séquence canonique « TGACTAA » de fixation du facteur Yap1 

de levure dans les séquences promotrices des gènes Tri5 et Tri10 de F. graminearum (Merhej 

et al., 2010, Rodrigues-Pousada et al., 2004). Ceci suggérait que Fgap1 puisse activer 

l’expression de ces deux gènes du cluster. En fait, les résultats que nous avons obtenus 

suggèrent plutôt un rôle de régulateur négatif de Fgap1 sur l’expression des gènes Tri, au 

moins pour la forme tronquée. Ces résultats sont renforcés par nos analyses préliminaires de 

RNA-seq qui montrent que chez deux mutants Fgap1
c
trunc, une forte diminution de la 

production de TCTB est associée dans les deux cas à une forte diminution du niveau 

d’expression des gènes Tri. Pour expliquer ce rôle de régulateur négatif pour la forme 

tronquée, une hypothèse serait que Fgap1 agit en réponse au stress oxydant avec un partenaire 

non identifié X, qui lui serait activé par le stress oxydant. En conditions normales, Fgap1 non 

complexé à ce partenaire agirait comme répresseur pour limiter l’expression des gènes Tri. 

Suite à un stress oxydant, Fgap1 interagirait avec le partenaire X  localisé au noyau pour cette 

fois activer l’expression des gènes Tri. Chez le mutant délété, Fgap1 ne pourrait plus réprimer 

l’expression des gènes Tri, conduisant à une forte expression de ces gènes avec ou sans stress. 

Enfin, la forme tronquée, potentiellement constitutivement localisée au noyau, ne pourrait pas 

interagir avec le partenaire X du fait de l’absence du NES, et donc réprimerait fortement les 

gènes Tri quel que soit le traitement appliqué. Une analyse par ChIP-seq permettrait de  
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réellement identifier les séquences promotrices sur lesquelles se fixe Fgap1 et de montrer si le 

facteur se fixe ou non sur les séquences « TGACTAA » des gènes Tri. Pour cela, il faudrait 

taguer le facteur Fgap1 ou générer des anticorps dirigés contre la protéine pour réaliser une 

immunoprécipitation. Cependant, une autre interprétation pour expliquer nos résultats pourrait 

être que Fgap1 exerce un effet indirect sur l’expression des gènes Tri. En effet, une autre 

hypothèse serait que Fgap1 active un autre facteur répresseur de l’expression des gènes Tri, 

uniquement sous sa forme tronquée. 

Nous avons également comparé la production de TCTB de nos deux mutants délétés pour 

Fgap1 chez notre souche de référence DON/ADON et chez la souche NIV/FX. Nous  avons 

obtenu des résultats identiques pour les deux souches. En présence de diamide, on observe 

chez les deux souches sauvages une stimulation significative de la production de 

trichothécènes et cette stimulation est perdue chez les mutants délétés pour Fgap1. Cette 

observation confirme bien que Fgap1 est impliqué dans la modulation de la production de 

trichothécènes en réponse au stress oxydant quel que soit le chémotype et que la réponse au 

stress oxydant induit par le diamide passe également par Fgap1. Ces résultats sont en accord 

avec Delaunay et al., qui ont montré en 2000 chez S. cerevisiae que même si l’effet du 

diamide et de H2O2 sont différents pour activer Yap1, ce facteur reste un élément central de la 

réponse au stress oxydant. H2O2 active Yap1 par la formation d’un pont disulfide entre les 

cystéines 303 et 598 de la protéine alors que le diamide modifie une ou plusieurs cystéines de 

la partie C-Terminale de la protéine.  

Nous avons par la suite analysé le niveau d’expression de certains gènes à activité 

détoxifiante, codant pour des catalases et des SOD, sachant que en général chez les 

champignons filamenteux, l’expression de ces gènes peut être régulée par ap1 (Montibus et  
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al., 2013). Chez notre souche de référence de chémotype DON/ADON, trois gènes sont 

particulièrement surexprimés en présence d’H2O2 : les gènes codant pour la catalase1, la 

catalase3 et la MnSOD1. Le gène codant pour la MnSOD1 est fortement surexprimé. Une 

perspective intéressante de travail serait de tester le niveau d’expression de ces gènes en q-

PCR en réponse à d’autres molécules pro-oxydantes telles que le diamide ou la ménadione. 

L’analyse de ces gènes a également été réalisée pour la souche de chémotype DON/ADON et 

pour la souche de chémotype de NIV/FX. Seule l’expression des gènes codant pour les 

catalases semble varier en réponse au stress oxydant. Cependant, ces analyses ont été réalisées 

en RT-PCR semi-différentielle et pour pouvoir observer avec plus de certitude des variations 

d’expression même faibles, il serait intéressant d’analyser les niveaux d’expression en q-RT-

PCR.  

Nous avons ensuite analysé l’implication de Fgap1 dans l’expression de gènes de réponse au 

stress oxydant, codant pour des catalases ou pour des SOD. Chez le mutant ΔFgap1, les gènes 

codant pour les catalases et pour les Cu/ZnSOD sont fortement sous-exprimés, ce qui indique 

bien que Fgap1 intervient dans la modulation de l’expression des gènes à activité détoxifiante. 

Chez le mutant constitutif Fgap1
c
trunc, un seul gène est surexprimé, le gène codant pour la 

MnSOD1. Nous pensions que chez ce mutant, où Fgap1 est théoriquement constitutivement 

actif et ciblé au noyau, les gènes de réponse au stress oxydant seraient surexprimés. Le fait 

que seul le gène codant pour la MnSOD1 soit surexprimé chez ce mutant peut venir du fait 

que, comme précédemment démontré chez S. cerevisiae, deux facteurs de transcription Yap1 

et Skn7 coopèrent pour activer certains gènes de réponse au stress oxydant, via le signal 

d’export nucléaire de Yap1 (Lee et al., 1999, Mulford et Fassler., 2011). Etant donné que 

notre mutant est tronqué au niveau du signal d’export nucléaire, il se peut qu’il ne puisse plus 

coopérer et donc activer l’expression de certains gènes à activité détoxifiante. 
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Une perspective intéressante serait d’identifier les partenaires de Fgap1 potentiellement 

impliqués dans l’activation de ces gènes de réponse au stress. Encore une fois, taguer par 

exemple notre protéine d’intérêt ou générer des anticorps permettrait de purifier la protéine et 

ses partenaires potentiels. 

Le niveau d’expression des gènes de réponse au stress oxydant a ensuite été analysé en 

présence d’acide caféique et d’acide férulique pour la souche de chémotype DON/ADON 

mais aussi pour la souche de chémotype NIV/FX. Dans les deux cas, le gène codant pour la 

MnSOD2 était sous exprimé quel que soit le chémotype et les gènes codant pour des catalases 

étaient surexprimés. Une de nos hypothèses est que, comme déjà démontré chez Aspergillus 

(Kim et al., 2006), les composés phénoliques inhiberaient la fonction mitochondriale, 

entraînant potentiellement un stress oxydant causé par un relargage d’électrons de la chaîne 

respiratoire.  

Nous avons ensuite analysé l’implication de Fgap1 dans la réponse à l’exposition à l’acide 

caféique et à l’acide férulique. Nos résultats semblent montrer que Fgap1 n’intervient pas 

dans cette réponse, et ne module pas l’expression des gènes Tri associée à la production de 

trichothécènes, aux concentrations que nous avons testées. De même, lors de la réponse aux 

acides phénoliques testés, Fgap1 ne semble pas être impliqué dans l’expression de gènes de 

réponse aux variations redox, tels que les catalases ou les catéchol-dioxygénases. Ces résultats 

sont en accord, aux concentrations testées, avec ceux observés chez C. heterostrophus où 

ChAP1, l’orthologue de Fgap1, n’était pas nécessaire à l’expression d’une catéchol-

dioxygénase en présence d’acide caféique (Shanmugam et al., 2010). Cependant, à des 

concentrations plus élevées, ChAP1 était nécessaire à l’expression de cette catéchol-

dioxygénase et était même transloqué au noyau en présence d’acide caféique ou d’acide 

férulique (Shanmugam et al., 2010). Ce résultat est cependant à prendre en compte avec  
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parcimonie étant donné qu’aucun marquage au DAPI, pour colorer les noyaux, n’a été réalisé 

en parallèle de ces manipulations.  

Ainsi, nos résultats démontrent que l’effet des composés phénoliques testés ne passe pas par 

le facteur Fgap1 et ne semble donc pas être lié à leur potentiel antioxydant.  

 

Enfin, nos résultats semblent démontrer que Fgap1 n’est pas impliqué dans la virulence de F. 

graminearum. Il serait intéressant de reproduire ce résultat pour le confirmer avec notre 

souche NIV/FX délétée pour Fgap1. Ce résultat est en accord avec d’autres résultats obtenus 

chez B. cinerea ou encore chez C. heterostrophus (Lev et al., 2005, Temme et Tudzynski, 

2009) mais en désaccord avec ce qui a été observé chez M. oryzae (Guo et al., 2011). Il se 

pourrait que la fonction d’ap1 comme facteur de pathogénicité soit limité aux pathogènes 

biotrophes.  

 

D’une manière plus globale, une analyse RNA-seq a été entreprise pour caractériser la 

réponse au stress oxydant et l’implication du facteur Fgap1 dans cette réponse à l’échelle du 

transcriptome de F. graminearum. Les premiers résultats obtenus semblent montrer que la 

délétion de Fgap1 induit l’expression différentielle d’environ 6000 gènes sur les 15600 de 

départ. Ce résultat suggère qu’il existe une complexité des réseaux de régulation impliqués. 

Sur ces 6000 gènes, environ 3000 sont sous-exprimés, validant le rôle de Fgap1 comme 

facteur de transcription  impliqué dans l’activation des gènes de réponse aux variations redox. 

De plus, 3000 gènes sont également surexprimés, suggérant que la délétion de Fgap1 peut 

entraîner une réorganisation des réseaux de régulation ou que Fgap1 peut jouer un rôle de 

répresseur.  



Figure 1 : Schéma récapitulatif des résultats obtenus au cours de cette thèse. Le facteur 

de transcription Fgap1 est impliqué dans la réponse au stress oxydant pour les souches de 

chémotype DON/ADON et NIV/FX. Le facteur active l’expression des gènes de réponse au 

stress oxydant. Il est également impliqué dans la modulation de l’expression des gènes Tri, 

potentiellement par le biais d’un partenaire X. Fgap1 n’intervient pas dans la réponse à une 

exposition aux acides phénoliques : la modulation de l’expression des gènes Tri  et des gènes 

de réponse aux variations redox  passe par un mécanisme encore inconnu. La mitochondrie, 

élément important de réponse aux variations redox, pourrait être impliquée dans la modulation 

de l’expression des gènes Tri.  
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III- Conclusion et perspectives 

Nous avons donc démontré que chez F. graminearum, Fgap1 intervenait dans la modulation 

de la production de trichothécènes via une régulation de l’expression des gènes Tri en réponse 

au stress oxydant, quel que soit le chémotype considéré. Nous avons également montré que 

Fgap1 était nécessaire pour l’activation de l’expression de certains gènes de réponse au stress 

oxydant. Les résultats majeurs de ce manuscrit sont schématisés dans la Figure 1. Pour 

totalement valider le rôle de Fgap1 chez F. graminearum, plusieurs points devront être repris 

et complétés : i) Tout d’abord, il faudrait suivre un plus grand nombre de gènes dont 

l’expression est activée par Fgap1 en réponse au stress oxydant pour avoir une vue plus 

globale du rôle de Fgap1 chez F. graminearum. Ce point pourra être réalisé grâce à l’analyse 

RNA-seq que nous avons initiée. ii) Une démonstration formelle de la relocalisation de Fgap1 

au noyau suite à un stress oxydant est également nécessaire. De même, la démonstration de la 

localisation constitutive de notre mutant Fgap1
c
trunc au noyau est indispensable pour pouvoir 

totalement le valider. iii) Une identification de l’implication de chaque cystéine située dans le 

CRD de la protéine serait intéressante. Pour cela, il pourrait être envisagé de réaliser une 

mutagenèse dirigée contre chaque cystéine identifiée dans l’alignement protéique que nous 

avons réalisé dans le Chapitre 1 de ce manuscrit comme précédemment réalisé chez la levure 

(Kuge et al., 2001). Nous pourrions ainsi identifier quelles sont les cystéines primordiales 

pour assurer la fonction de Fgap1, et expliciter la différence d’action entre diamide et H2O2 

observée chez la levure (Delaunay et al., 2000).  

Enfin l’analyse RNA-seq entreprise nous permettra de pouvoir analyser plus globalement 

l’implication de Fgap1 dans la réponse au stress oxydant, dans l’espoir d’identifier l’ensemble 

des réseaux de régulation mis en jeu.  

 



 

  



Discussion générale et perspectives 
 

170 

 

 

Les résultats que nous avons obtenus donnent une perspective de travail intéressante 

concernant le rôle de la mitochondrie dans la régulation du stress oxydant en lien avec le 

métabolisme secondaire. Visiblement, d’après les résultats de niveaux d’expression des gènes 

de réponse au stress oxydant obtenus, la mitochondrie ou le peroxysome pourraient être 

fortement impliqués dans la réponse aux variations redox, puisque les gènes codant pour des 

MnSOD subissent des variations d’expression importantes face aux composés que nous avons 

testés dans ce manuscrit. Ces résultats pourront être validés suite à notre analyse RNA-seq.  

Une perspective intéressante suite à ces travaux de thèse serait alors d’utiliser des inhibiteurs 

de la fonction mitochondriale telle que par exemple la strobilurine, pour voir si un lien existe 

entre la fonction mitochondriale et le métabolisme secondaire (Kim et al., 2006). La 

strobilurine cible spécifiquement le complexe III (ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase) de 

la chaîne respiratoire mitochondriale, et inhibe ainsi le fonctionnement de la chaîne 

respiratoire. Cette inhibition résulte éventuellement en un stress oxydant causé par un 

relargage anormal d’électrons de la chaîne respiratoire, et nous permettrait de faire un lien 

entre la fonction mitochondriale, le stress oxydant et potentiellement la production de TCTB.  

Une modification du réseau des organelles impliqués dans la gestion des espèces oxydantes 

pourrait également être envisagée. La construction de mutants surexprimant la protéine 

Pex11, comme déjà réalisée chez Penicillium chrysogenum (Kiel et al., 2005) pourrait être 

réalisée. Ces mutants chez P. chrysogenum développent notamment un réseau mitochondrial 

plus important que la souche sauvage et dans un même temps, produisent plus de pénicilline. 

Egalement, la réalisation de mutants transformés avec le gène p33 du virus Cymbidium 

ringspot, comme déjà réalisé chez A. flavus, pourrait être envisagé (Reverberi et al., 2012). 

Ces mutants, comparés à une souche  
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sauvage présentent un plus grand réseau de peroxysomes et de mitochondries, associé à une 

surexpression du gène pex11. Ces mutants produisent également des niveaux d’aflatoxine plus 

importants que la souche sauvage. Le lien entre développement mitochondrial, et production 

de trichothécènes chez F. graminearum pourrait ainsi être étudié grâce à ces différentes 

méthodes. 

 

Les travaux de thèse présentés ici et résumés dans la Figure 1 vont permettre de développer 

une meilleure compréhension des mécanismes conduisant à une forte induction de la 

biosynthèse des trichothécènes. Ces travaux ouvrent alors des perspectives sur la 

compréhension des mécanismes d’accumulation des toxines dans les grains, étape essentielle 

pour l’optimisation de stratégies de contrôle du risque mycotoxique chez les céréales. Ces 

travaux permettront à long terme d’identifier des gènes cibles fongiques et d’utiliser des 

biomolécules aux propriétés antifongiques permettant de lutter contre le risque 

« mycotoxines ».  
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MONTIBUS M, 2013 : Mécanismes moléculaires impliqués dans la modulation de la 

production de trichothécènes de type B par Fusarium graminearum en réponse au stress 

oxydant.   

Fusarium graminearum est un champignon phytopathogène responsable de la fusariose de l’épi, 
maladie affectant les céréales telles que le blé ou le maïs. Le champignon peut également produire des 
métabolites secondaires toxiques ou mycotoxines, tels que les trichothécènes de type B qui sont 
stables d’un point de vue chimique et thermique. Ces mycotoxines peuvent contaminer les grains 
avant récolte. Aucun procédé à l’heure actuelle ne permet de les éliminer ou de limiter leur toxicité. 

Un moyen de lutte efficace est donc de limiter la biosynthèse de ces toxines. Cette voie implique les 
gènes Tri qui sont regroupés dans un cluster dont la régulation est complexe. Lors de l’infection de la 

plante hôte, le champignon se retrouve potentiellement en contact avec des molécules pro ou 
antioxydantes intervenant dans les mécanismes de défense de la plante. In vitro, ces molécules pro-
oxydantes activent la production de trichothécènes via la surexpression des gènes Tri alors que les 
composés antioxydants la répriment, via la répression des gènes Tri.  

Le facteur de transcription Fgap1, homologue au facteur Yap1 de levure impliqué dans la réponse au 
stress oxydant, a été identifié chez F. graminearum et son rôle potentiel dans la régulation de la 
biosynthèse des trichothecenes a été étudié. Des souches recombinantes ont été construites et ont 
permis de montrer l’implication de ce facteur non seulement dans l’activation de l’expression des 

gènes de détoxification, mais aussi dans la modulation de la production de trichothécènes en réponse 
au stress oxydant. Ce facteur n’intervient cependant pas dans la réponse aux composés antioxydants. 

Une analyse RNA-seq a été entreprise pour identifier plus globalement les réseaux de régulation 
impliqués en réponse aux variations redox.  

Mots-clés : Fusarium graminearum, stress oxydant, Fgap1, gènes Tri  

 

MONTIBUS M, 2013: Molecular mechanisms involved in the modulation of type B 

trichothecene biosynthesis by Fusarium graminearum in response to oxidative stress.  

Fusarium graminearum is a pathogenic fungus responsible for “Fusarium Head Blight”, a disease 

affecting cereals, including wheat or maize. The fungus can produce toxic secondary metabolites 
belonging to the type B trichothecene family. These metabolites are heat and chemically stable 
molecules. These toxins can be found in grains before harvest and no available decontamination 
process can eliminate or detoxify trichothecenes. The best way to restrict their occurrence is to limit 
their biosynthesis. The Tri genes involved in the biosynthetic pathway are clustered and their 
regulation is complex. During plant/pathogen interaction, the fungus must cope with pro or 
antioxidants, involved in plant defense mechanisms. In vitro, prooxidant molecules stimulate 
trichothecenes biosynthesis via Tri genes overexpression, whereas antioxidants compounds repress Tri 
genes expression and toxin accumulation.  

The transcription factor Fgap1, homologous to Yap1 in yeast and involved in response to oxidative 
stress, was identified in F. graminearum and its potential role in the regulation of trichothecenes 
biosynthesis was investigated. Using recombinant strains, we demonstrated that, in response to 
oxidative stress, Fgap1 is not only involved in expression of detoxifying activities, but also in the 
modulation of trichothecene accumulation. Nonetheless, Fgap1 is not involved in response to 
antioxidant compounds. RNA-seq analysis has been initiated to identify regulatory network involved 
in response to redox variations.   

Keywords: Fusarium graminearum, oxidative stress, Fgap1, Tri genes 


