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Résumé 

 

Le botrytis cinerea est un champignon nécrotrophe et polyphage capable de provoquer la pourriture 

grise sur plusieurs centaines d’espèces végétales. Les pertes engendrées par cette maladie sont 

importantes notamment sur des espèces économiquement importantes comme la fraise, la vigne ou 

encore la tomate.   

Parmi les facteurs de virulence identifiés chez le botrytis cinerea se trouvent les gènes de virulence. 

Dans le présent travail il s’agit de 13 gènes de virulence collectés depuis NCBI, qui ont été ensuite 

classés selon des familles de gènes. 

Des études comparatives supplémentaires ont été réalisées par le logiciel « MEGAX ». Nous avons 

étudié le fonctionnellement des séquences nucléotidiques ainsi que les séquences protéiques via 

l’alignement, la détermination des fonctions des différents gènes, via « InterPro », leurs domaines 

conservés et la construction de l’arbre phylogénétique permettant ainsi de déterminer la distance entre 

les gènes. Le développement d’amorces, par la fonction « pick primer » sur NCBI, a été réalisé ensuite 

sur les séquences protéiques permettant leur amplification. 

 

Mots clés : Botrytis cinerea, gènes de virulence, NCBI, MEGAX, séquences nucléotidiques, 

séquences protéiques, familles de gènes, alignement, domaines conservés, arbre phylogénétique, 

distance entre les gènes, développement d’amorces, amplification.  
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Introduction générale  

 

Le fraisier est une plante herbacée vivace de grande qualité nutritive, riche en vitamine C, B1 et sels 

minéraux. Le croisement de deux espèces de fraisiers sauvages, Fragaria chiloensis (originaire du 

Chili) et Fragaria virginiana (originaire de l'est de l'Amérique du Nord) a produit l'hybride fertile 

utilisé pour la production commerciale de fraises (Darrow, 1966). Créé en Europe en 1766, Fragaria 

x ananassa Duchesne s'est diversifié au fil du temps en plusieurs variétés et cultivars. II existe plus de 

100 cultivars couramment utilisés pour la culture commerciale à travers le monde. Les cultivars se 

distinguent par leur résistance aux maladies, leur constitution, la couleur de leurs fleurs, le moment de 

fructification ainsi que la taille, la forme, la fermeté, la couleur et le goût des fruits (Bostanian et coll., 

2005). 

Le fraisier est en permanence exposé à des infections par des agents pathogènes. Néanmoins, il a 

élaboré au cours de son évolution des moyens de défense qui lui permet de s’adapter afin de contrer 

efficacement les agressions. Cependant lorsque les mécanismes de résistance des plantes sont 

inefficaces contre un agent pathogène, celui-ci réussit à infecter son hôte et il en résulte le 

développement d’une maladie (Selon l’Organisation Mondiale de la Santé).  

La pourriture grise est l’une des deux maladies principales du fraiser avec l’oïdium. Les dégâts sur les 

fruits et sur la partie supérieure du rhizome sont les signes que l’infection est grave.      

Le Botrytis cinerea, agent responsable de la pourriture grise du fraisier, peut entrainer la destruction 

partielle ou totale du fraisier. Il peut s’attaquer à différents stages de développement du fraisier et 

l’infection par les conidies peut se produire durant toute la saison de croissance. Ce champignon 

présente différents gènes de virulence présentant différentes fonctions et peuvent être spécifiques pour 

certains hôtes.    

L’objectif de cette étude est de caractériser les différents gènes de virulence du Botrytis cinerea, 

responsable de la pourriture grise du fraisier, afin de développer les amorces spécifiques pour chaque 

gène de virulence. Cet objectif se décline en trois questions scientifiques :  

(1) Quelles sont les différents gènes de virulence et quels sont leur hôte ? 

(2) Quelles sont les différentes fonctions de chaque gène ? Quelles sont les amorces spécifiques 

pour chaque gène ?  

(3)  Comment générer un arbre phylogénétique ? Et comment visualiser son arbre afin d’estimer 

le pourcentage d’homologie entre les différents gènes ?  
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A. Le fraisier 

 Histoire :  

Depuis la Préhistoire, l’homme consomme des fraises issues de fraisiers sauvages, les fraises des bois 

(Fragoria Vesca). Les premières fraises mises en culture datent du XIV siècle avec la plantation de 

12000 fraisiers dans le jardin du Louvre. Il s’agissait là de fruits très parfumés mais avec un très petit 

calibre. 

Au XVIe siècle, les explorateurs qui découvrirent l’Amérique s’émerveillèrent devant la grosseur des 

fruits. C’est probablement Jacques Cartier qui introduisit en France le fraisier écarlate ou fraisier de 

Virginie (Fragaria Virginiana). Il se répandit en Angleterre et en France notamment en Bretagne. 

Au XVIIIe siècle, la présence simultanée de Fragaria Virginiana et F. chiloensis, une autre espèce 

d’origine américaine, a permis d’obtenir les plants cumulant les avantages des deux espèces, la 

capacité de production de stolons de F. virginiana et l’arôme et le bon calibre de F. chiloensis. En 

1766, Duchesne est le premier à émettre l’hypothèse que ces nouvelles plantes étaient des hybrides 

interspécifiques issus de l’intersection entre F.virginiana et F.chiloensis en les appelant F.ananassa 

car il trouvait que le fruit sentait l’ananas (Gaston, 2010). 

 Biologie de la plante : 

1. Botanique : 

Le fraisier (Fragaria ×ananassa) est une plante de petite taille herbacée vivace appartenant à la famille 

botanique des Rosacées. Les rameaux du fraisier sont des stolons qui s’enracinent en produisant des 

rosettes de feuilles afin de produire un nouveau pied. Les fleurs sont composées de cinq sépales, cinq 

pétales, une vingtaine d’étamines et plusieurs carpelles. Le fruit est un faux fruit de couleur rouge ou 

jaune blanchâtre, ce qui dépend des variétés, d’une forme ovoïde charnu. Les vrais fruits sont les 

akènes qui sont des minuscules fruits secs. Chacun contient une graine et pourrait donc donner vie à 

une nouvelle plante. 

A l’extrémité de chaque akène, on distingue le style qui se termine par le stigmate sur lequel se posent 

les grains de pollen (Gaston, 2010). 

 

https://www.fraises-clery.com/espace-ludique/lexique/#style
https://www.fraises-clery.com/espace-ludique/lexique/#stigmate
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Figure 1 : Structures d’une fleur de fraisier et d’une fraise  

L’inflorescence est une cyme bipare à croissance déterminée. La fleur primaire, la plus grande, 

produira le plus gros fruit de la hampe. Chez les variétés modernes, des fleurs secondaires se 

développent sur chacune des deux ou trois branches formées de façon opposée et en dessous de la fleur 

primaire sur l’axe floral principal. Elles présentent un stade de différenciation moins avancé, qui 

correspond à cinq-huit jours de retard par rapport au développement de la fleur primaire chez le 

diploïde (Hollender et al. 2012). 

2. Génétique et qualité nutritionnelle : 

a. Etude génomique du fraisier :  

Le genre Fragaria regroupe 20 espèces sauvages de différents niveaux de ploïdie, du diploïde (le cas 

du fraisier des bois F. vesca (2n=2x=14) à octoploïde (2n=8x=56). Une espèce décaploïde, F. 

iturupensis, a très récemment été décrite (Hummer et al., 2009). Ainsi, parmi les 20 espèces de fraisier, 

11 sont diploïdes, cinq tétraploïdes, une hexaploïde, deux octoploïdes et une décaploïde. 

Un consortium scientifique américano-anglo-ibérico-français a mis 18 mois pour décoder le génome 

de la fraise des bois (Fragaria vesca). Cette dernière possède un "petit" génome composé de deux jeux 

de 7 chromosomes ; tandis que toutes les autres possèdent un génome hypertrophié (jusqu'à huit jeux 

de 7 chromosomes). Le génome de la fraise sauvage comprend environ 35 000 gènes (Gaston, 2010). 

Le génome octoploïde du fraisier cultivé (2n=8x=56), F. x ananassa, compte parmi les plus complexes 

des espèces cultivées. En contraste, la taille de base du génome du fraisier diploïde (2n=2x=14), 200 

Mb, compte parmi les plus petites des espèces cultivées. La taille de la plante est petite, le temps de 

régénération est rapide puisqu'un cycle de vie peut être complet en quatre mois, et l’espèce est 
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facilement transformable. De plus, sa faculté de produire des stolons permet la multiplication 

végétative d’un génotype, les séquences de génome du fraisier sont disponibles sur les bases de 

données National Center for Biotechnology Information (NCBI).  

Parmi les espèces diploïdes, F. vesca (2n=2x=14) présente des caractéristiques qui en font un modèle 

très intéressant pour le genre Fragaria, mais aussi pour d’autres membres de la famille des Rosacées 

(Slovin et al., 2009). Ainsi, cette espèce est développée en tant que système efficace pour étudier la 

génétique et la génomique des fraisiers mais également des autres espèces de la famille des Rosacées 

(Rabinowicz and Slovin, 2007 ; Shulaev et al, 2008). 

Des études de cartographie comparée ont déjà montré qu’il était possible de transférer des marqueurs 

développés sur le fraisier diploïde aux autres genres de la famille des Rosacées, comprenant des arbres 

(pomme, poirier et cerisier) et le rosier ainsi que le fraisier cultivé octoploïde (Sargent et al, 2007 ; 

Rousseau-Gueutin et al, 2008). 

b. Marqueurs génétiques et moléculaires :  

Un marqueur génétique est une séquence d’ADN repérable spécifiquement. En contrôle du transfert 

de gène, le marqueur est un gène associé au gène d’intérêt, codant une caractéristique détectable 

facilitant ainsi le repérage des cellules auxquelles la transgénèse a réussi. La détection d’un marqueur 

génétique peut s’effectuer par hybridation d’une sonde complémentaire, ou par son expression 

phénotypique. Les marqueurs peuvent être de différentes formes : STS, RFLP, microsatellites, SNP, 

EST, gènes ... 

i. Les marqueurs microsatellites ou SSR :    

 Les SSR (Simple Séquence Repeats) ou marqueurs microsatellites sont des séquences répétées en 

tandem d’un motif de 2 à 10 paires de bases (Pb) et de taille généralement inférieure à 100 pb. Ces 

microsatellites offrent un polymorphisme très élevé dû à des variations dans le nombre de motifs 

répétés. Des amorces encadrant le microsatellite permettent d’amplifier des fragments de taille 

différente. Ce polymorphisme de taille peut être révélé par une migration électrophorétique sur gel 

d’acrylamide en condition dénaturante.  

ii. Les marqueurs SNP :  

Les marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphism) : polymorphisme d’un seul nucléotide. 

Variation stable den la séquence d’ADN génomique, portant sur une seule base toutes les 100 à 300 

bases environ du génome affectant au moins 10% de la population. Beaucoup de SNP n'ont pas 

d'implications fonctionnelles mais ils définissent un locus unique dans le génome et sont polymorphes. 



7 

 

c. Qualité nutritionnelle :  

Les feuilles du fraisier contiennent des acides organiques tels que l’acide ascorbique (vitamine C), des 

composés phénoliques, notamment des flavonoïdes de type flavones, des tanins ellagiques, une huile 

essentielle constituée de terpénoïdes qui sont des monoterpènes (linalol, alpha-terpinéol) et le 

salicylate de méthyle (Philippe, 2016). 

La fraise contient 90% de l’eau dans la matière fraiche alors que les principaux nutriments sont présents 

en faible quantité (tableau 1). Ce fruit dispose également de fibres qui régulent le taux de sucre dans 

le sang, riche en manganèse, vitamine B9 et vitamine C d’une teneur de 65mg/100g ce qui est analogue 

à la valeur trouvée chez l’orange et le kiwi. Les polyphénols représentés par les flavonoïdes et les 

acides phénoliques qui ont une activité antioxydante réalisée via des réactions non enzymatiques afin 

de réguler la présence de radicaux libres et notamment des ROS (Philippe, 2016).  

Tableau 1 : Composition nutritionnelle de la fraise (Sources : USDA, 2016 ; *Ciqual ANSES 

2013). 

 

 

Tableau 2 : Teneurs des différentes familles polyphénoliques chez la fraise (Source : Aprifel.fr) 
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 Cycle de développement du fraisier :  

Le fraisier se multiplie végétativement en produisant des stolons qui sont des ramifications dont les 

deux premiers entre-nœuds sont anormalement allongés. Ces stolons sont produits par les bourgeons 

axillaires qui selon les conditions environnementales produisent des ramifications secondaires de la 

tige principale ou des stolons. De nombreux clones d’un même génotype peuvent être obtenus à partir 

des stolons. Les conditions photo-thermiques affectent la production des stolons qui est en général 

stimulé par des jours longs (>14-16h) et des températures élevées (>17-20°C) (OM Heide, 2013). 

La reproduction sexuée, pérennisé par la graine, est possible mais peu fréquente. Elle est utilisée pour 

créer de nouvelles variétés (Philippe, 2016). 

 Production du fraisier :  

1. Production à l’échelle mondiale :  

Selon les chiffres publiés par l’Organisation des Nations Unies pour l’alimentation et l’agriculture, la 

production mondiale de la fraise a augmenté, entre 2008 et 2018, de 39.4%. En 2008, la chine a produit 

1,9 million de tonnes de ce fruit. En 2018, ce chiffre a été dépassé à 3 millions de tonnes. 

En Turquie, les producteurs ont cultivé 261.000 tonnes de fraise en 2008. En 2018, ce chiffre a été 

dépassé à 441.000 tonnes. Les états unis produisent le 2ème plus grand nombre de fraises au monde.  

En Europe, c’est l’Espagne qui produit le plus de fraises. Avec plus de 281.000 tonnes en 2008, ce 

pays est toujours en concurrence avec d’autres pays. Ceux-ci comprennent le Maroc, l’Egypte, la 

Turquie et le Mexique. Ce volume était passé à près de 345.000 tonnes en 2018 (AgriMaroc, 2020).    

2. Production nationale :  

D’après des études réalisées en 2014 par l’Institut Agronomiques et Vétérinaires, le fraisier a été 

introduit au Maroc en 1930 dans le but était de faire des essais afin de diversifier la production 

nationale. Les sols adaptés, l’eau abondante et de bonne qualité, la main d’œuvre qualifiée et 

l’incitation aux investissements ont permis l’extension du fraisier aux périmètres irrigués du Loukkos 

et du Gharb. Les superficies occupées par le fraisier sont actuellement de presque 3300 ha avec 80% 

au Loukkos. 
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 Le Maroc a détenu une part de marché de 2% dans les exportations mondiales en 2009 et il a été classé 

11ème exportateur de la fraise ; il exporte principalement vers la France, l´Espagne, Allemagne et le 

Royaume Uni.  En 2013 la production nationale a été de 145 mille tonnes/an. Au Maroc, de nombreuses 

variétés ont été plantés (Camarosa, Fortuna, Splendor, Ventana, Sabrina, Lusa, Festival, etc), avec 

dominance de Festival et Camarosa, ensuite viennent Splendor et Fortuna. 

 Ravageurs et maladies :  

La production intensive de la culture du fraisier a mené à l’accroissement d’agents pathogènes dans le 

sol dont le botrytis (la pourriture grise), l’oïdium et l’anthracnose font partie. Ces champignons sont 

très nuisibles et néfastes pour le fraisier ce qui fait l’objet de nombreuses recherches depuis bon nombre 

d’années. De plus, le bromure de méthyle utilisé pour traiter ces agents pathogènes est graduellement 

interdit à l’échelle mondiale (Haddaoui, 2020). 

En 2012-2013, les principales maladies du fraisier ont été l’oïdium causé par Sphaerotheca macularis, 

la pourriture grise causée par Botrytis cinerea, la maladie des taches pourpres causée par Ramularia 

sp. et l’anthracnose causée par Colletotrichum fragariae (IAV, 2014).  

Le fraisier peut même être attaqué même par des virus, des bactéries, des acariens, des nématodes, des 

ravageurs ou les mauvaises herbes (Martin et al., 2004 ; Li and Yang, 2011).   

Ainsi, plusieurs facteurs favorisent le développement des maladies fongiques et l’apparition de 

plusieurs pathogènes responsables de la dépréciation des fraises, des symptômes courants de la 

maladie, de la résistance des plantes ainsi que des méthodes de dépistage.   
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Figure 2 : Ravageurs affectant le fraisier 
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B.  Botrytis cinerea :  

 Nomenclature et systématique :  

Le nom Botrytis cinerea a été donné par Persoon en 1801 à un agent pathogène de la vigne. Le 

terme botrytis a été forgé à partir du grec ce qui signifie « grappe de raisin » et du suffixe néolatin -

itis indiquant les maladies. L'épithète spécifique cinerea vient du latin signifiant « cendre » en raison 

de la couleur cendrée des spores (Barnett et Hunter, 1998).  

Botrytis cinerea est un champignon pathogène, polyphage et ubiquiste, il est l’agent responsable de la 

pourriture grise sur de nombreuses plantes cultivées et sauvages.  

Le nom Botrytis cinerea a été proposé par Elias Magnus Fries, le botaniste suédois qui fut le fondateur 

de la systématique des champignons. Botrytis cinerea connait une double classification salon la forme 

sous laquelle il se reproduit :  

- Forme anamorphe (imparfaite) : Botrytis cinerea (asexuée), appartenant à la classe des 

Hyphomycètes, ordre des Moniliales et famille des Moniliaceaes.  

- Forme téléomorphe (parfaite) : Botrytinia fuckeliana (sexuée) appartenant à la classe des 

Discomycètes, ordre des Léotiales er famille des Sclerotiniaceaes.  

 

 Cycle de développement de Botrytis cinerea :  

Le Botrytis cinerea fructifie en donnant des conidies, qui prennent une part importante dans la 

dissémination du champignon, quand les conditions deviennent favorables pour son développement. 

Le développement des conidies se fait par la production de conidiophores dressés en touffes souvent 

étendues, constituant un feutrage intense gris (Holz et al., 2004).  

Lorsque les conditions deviennent défavorables au développement de mycélium et de conidies, des 

sclérotes se forment. Ils sont constitués par du mycélium agrégé blanchâtre. En vieillissant, ils 

durcissent et deviennent noirâtres (figure 4). Ils sont composés d'un cortex de cellules épaisses formant 

une mince barrière de cellules pseudo-parenchymateuses et d'une large medulla centrale composée 

d'hyphes filamenteux (Coley-Smith, 1980). 

Dans le cas des cultures en plein champs, les conidies sont produites dès le printemps et dans le cas 

des cultures sous serre elles peuvent être produites en continu. Ainsi leur libération est favorisée par 

un climat humide ensuite elles sont transportées par la pluie, le vent ou les insectes.   
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Le cycle de développement du Botrytis cinerea passe par plusieurs étapes : la pénétration de la plante 

hôte, la formation de lésions primaires, l’expansion des lésions et la macération des tissus puis la 

sporulation.  

 

Figure 3 : Cycle de développement du Botrytis cinerea aux différents stages du fraisier (Duval, 

1994) 

 

Il passe l’hiver sous plusieurs formes : conidies, mycélium et sclérote qui est considéré chez Botrytis 

comme étant l’inoculum produit et dispersé. Cet inoculum est issu des débris végétaux atteints, il peut 

se conserver dans le sol, sous l’écorce et même dans les bourgeons. Le champignon ne semble pas 

infecter les graines, mais il peut se propager avec semences contaminées par des morceaux de débris 

végétaux infectés par le champignon ou par des sclérotes (Holz et al., 2004).  

Macroscopiquement, la présence du B. cinerea est repérable par la production massive de 

macroconidies asexuées (de 3 à 6 noyaux) portés par des conidiophores. Le champignon forme un 

épais « duvet » gris à la surface des tissus infectés. Les macroconidies sont dispersées par le vent, les 

insectes ou par les projections et gouttelettes d’eau et permettent la contamination d’autres organes ou 

d’hôtes sains (Fillinger et Elad, 2005).   
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Pour une meilleure croissance, sporulation, libération et germination des spores, le Botrytis cinerea a 

besoin de milieux frais et humides. Après que les spores germent, elles pénètrent dans les tissus par 

des blessures dans la plante hôte et produisent ainsi un mycélium sur les vieux pétales de fleurs, sur 

les feuillages mourants et sur la tige.  Le mode de progression de Botrytis cinerea dans les tissus de 

l'hôte est assez particulier : il détruit les cellules végétales au fur et à mesure et même au-devant de sa 

progression. 

 Gamme d’hôte :  

Le Botrytis cinerea peut infecter plus de 596 genres végétaux pour environ 1400 espèces de plantes, il 

n’a pas de spécificité apparente de l'hôte (Elad et al., 2007). 

L’agent pathogène affecte de nombreuses productions végétales d’importance économique en culture 

en plein champ ou sous serre, comme : la poire, la cerise, la fraise, le kiwi, le raisin et la pomme en 

production fruitière, la carotte, la courgette, l’aubergine et la tomate en production légumière ou des 

plantes ornementales comme la rose ou le cyclamen. Ce champignon engendre des pertes économiques 

énorme (Dean et al., 2012). 

 

                                Figure 4 : Productions végétales infectées par le Botrytis cinerea  

 Pouvoir pathogène du Botrytis cinerea :  

Les dommages sont variables selon la plante hôte. Toutes les parties de la plante peuvent être affectées 

(Feuilles, tiges, fleurs, semences, bulbes, etc.), sauf les racines.  

Les symptômes de la maladie causée par le botrytis cinerea peuvent apparaitre aussi bien avant la 

récolte que sur des fraises déjà récoltées. Ils apparaissent de façon aléatoire sur la plante puis se 

généralise sur tout le fraisier si les conditions sont favorables pour son développement du champignon 

(El Oirdi, 2009).  
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Toutes les parties de la fleur peuvent être affectés et une sporulation brunâtre en forme de duvet 

apparait sur ces tissus. Les fleurs peuvent présenter un brunissement ou une pourriture humide 

recouverte d’un duvet gris. La moisissure atteint également la hampe florale et les parties infectées se 

dessèchent ou pourrissent. Le botrytis cinerea peut même causer la fonte de semis (Bayer-Agri.fr, 

2008). 

L’infestation commence à se manifester sur les fleurs en fin de floraison, elles se nécrosent puis de 

taches brunes apparaissent et un duvet grisâtre prolifère. Le même symptôme caractéristique de 

feutrage gris se développe sur les fruits qui finissent par se dessécher et se momifier. 

Les feuilles se couvrent de taches brunes et les tiges se dessèchent avant de provoquer la mort des 

rameaux, ainsi le champignon peut atteindre le rhizome ce qui entraine la mort du fraisier (Ajouz, 

2009).           

 Importance économique de la maladie :  

Botrytis cinerea entraine une destruction partielle ou totale de la plante hôte et dans certains cas de 

toute la récolte. Les pertes économiques mondiales causées par cet agent pathogène sont énormes, de 

plus le développement rapide et insidieux de cet agent pathogène engendre chaque année la destruction 

de récoltes sur des centaines d’hectares.  

Botrytis cinerea a été classé comme le deuxième champignon phytopathogène le plus important en 

raison de son importance scientifique et économique (Dean et al., 2012). 

 Facteurs influençant le développement du champignon : 

Différents facteurs interviennent dans les premiers stades d’infection, du développement du Botrytis 

cinerea et de la sporulation du champignon (Elad and Yunis, 1993 ; Yunis et al., 1990).  

Parmi ces facteurs, les exigences nutritives qui constituent un facteur clé dans le développement du 

Botrytis cinerea puisque les conidies présentent peu de réserves énergétiques d’où le besoin d’une 

autre source de nutriments pour son développement. Les conditions environnementales, en particulier 

l’humidité et la température, jouent un rôle très important dans l’infection de la plante par le 

champignon et son développement. D’après O’Neill et al., (1997), la phase de sporulation est favorisée 

par une forte humidité relative et l’interruption de ces conditions entraîne un retard de sporulation. 

Cependant, d’après Hawker (1950), B. cinerea semble mieux sporuler en conditions sèches plutôt que 

dans une atmosphère saturée. Le vent va aussi avoir un effet mécanique sur la dissémination des 

conidies. 
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C. Analyse génomique  

 Le génome et les variations génétiques :  

La molécule d’ADN est le support de l’information génétique pour la très grande majorité des 

organismes vivants. Du point de vue moléculaire, c’est une chaîne orientée de nucléotides liés par des 

liaisons covalentes. L’ADN contient 4 nucléotides différents A, C, G et T. La succession des différents 

nucléotides le long d’un brin d’ADN forme une séquence orientée. Du point de vue informatique, une 

molécule d’ADN est vue comme un texte construit sur un alphabet à 4 lettres, on parle d’une séquence 

d’ADN. Le génome d’un organisme est l’ensemble de ces textes. 

 Les génomes subissent cependant constamment des mutations par divers mécanismes dont certaines 

échappent aux mécanismes de réparation de l’ADN. Ces mutations, si elles se produisent dans les 

cellules de la lignée germinale et si elles sont transmises aux descendants, pourront éventuellement se 

répandre dans la population au fil des générations. Ces différences qu’on peut observer entre les 

génomes d’individus appartenant à une même espèce sont alors appelées des variations génétiques. 

 Données de séquençage des acides nucléiques :  

Le séquençage consiste à identifier l’enchainement des nucléotides d’une séquence d’ADN, ou d’une 

manière plus générale, d’un génome complet (Maxam et Gilbert, 1977). 

1. Séquençage Sanger (séquençage de première génération) :  

Le séquençage de Sanger (synthèse enzymatique) repose sur le procédé de la réplication de l'ADN. 

Les scientifiques font des copies de brins d'ADN. Ensuite, ils notent les nucléotides ajoutés. Ainsi, ils 

peuvent observer la séquence des nucléotides. Il s’appuie sur la faculté que possèdent les ADNs 

polymérase qui est de constituer le brin complémentaire d’un brin d’ADN matrice en présence des 

dNTPs. Il ajoute aussi au milieu, des ddNTPs marqués par fluorescence qui sont des terminateurs 

d’élongation de façon aléatoire dans la réaction. La lecture de la séquence se fait après migration des 

fragments de différente taille obtenus, sur gel de polyacrylamide (Sanger et al., 1977). 

2. Séquençage de seconde génération :  

La seconde génération est apparue en 2005 en réponse du prix élevé et au faible débit du séquençage 

de première génération. Ces technologies récentes permettent de séquencer l'ADN et l'ARN beaucoup 

plus rapidement que les méthodes précédentes comme le séquençage de Sanger, et comme tels ont 

révolutionné l'étude de la génomique et de la biologie moléculaire. 

Toutes les technologies NGS présentent 3 étapes communes (Radford et al., 2012) : 
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La préparation de banques : les banques sont créées en utilisant une fragmentation aléatoire de l'ADN 

suivie de la liaison avec des petites séquences spécifiques qui sont appelées adaptateurs. 

L'amplification : la banque est amplifiée à partir de fragments d’ADN simple brin grâce à des méthodes 

d'amplification clonale et de PCR. 

Le séquençage : l'ADN est séquencé afin de déterminer l’enchaînement de nucléotides.  

a. Séquençage par Illumina :  

La technologie de séquençage illumina est une technologie basée sur l’incorporation réversible de 

nucléotides fluorescents dont l’extrémité 3'OH est désactivée, cette caractéristique permet donc, l’ajout 

d’une seule base par cycle et par lecture optique de la fluorescence (Raous, 2013). 

 Préparation de la banque d’ADN :  

Une banque d’ADN simple brin liée à des adaptateurs sur les deux extrémités est préparée, grâce à ces 

adaptateurs les fragments d’ADN de la banque peuvent se fixer par hybridation et aléatoirement sur 

les amorces qui recouvrent la flow cell (Sengenès, 2012). 

 Amplification en pont :  

 Après fixation de l’un des fragments de la banque préparée sur l’une des amorces de la flow cell, un 

nouveau brin complémentaire est synthétisé par une polymérase, et celui d’origine est éliminé par 

dénaturation. Ce nouveau brin se recourbe ensuite, pour s’hybrider à une amorce adjacente formant un 

pont. Le complément du brin est synthétisé par la polymérase formant un pont double brin, puis par 

dénaturation les deux copies sont ainsi séparées (Sengenès, 2012).  

Le cycle d’amplification en pont se répète jusqu’à formation d’un cluster, puis en dernier lieu les brins 

anti-sens sont éliminés (Sengenès, 2012). 

 Séquençage par terminateurs réversibles :  

Cette étape commence par le blocage de l’extrémité 3’ libre des fragments d’ADN, puis l’amorce de 

séquençage s’y hybride. Ensuite des nucléotides bloqués et marqués par fluorescence sont ajoutés, une 

fois que l’un d’entre eux est incorporé, la fluorescence émise est captée puis le fluorophore et le 

bloqueur sont clivés laissant la place pour l’ajout d’un nouveau. Après chaque cycle une base peut être 

identifiée (Sengenès, 2012). 
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Figure 5 : Le principe de la technologie Illumina (Raous, 2013) 

(A) Représentation schématique du processus d’amplification en pont (bridge amplification) des 

clusters sur la cellule de flux (flow cell, trait noir). Les adaptateurs et les oligonucléotides 

complémentaires présents sur la cellule de flux sont indiqués en rouge et vert, les fragments d’ADN à 

séquencer en bleu. La molécule s’étant initialement fixée à la cellule de flux, et les brins dont la 

séquence est identique, sont notés O ; les brins complémentaires sont notés C. À l’étape 9, les brins 

complémentaires à la molécule d’origine sont éliminés par clivage chimique d’un nucléotide modifié 

dans l’oligonucléotide « rouge » fixé à la cellule de flux (croix rouges). 

(B) Différentes molécules d’ADN sont amplifiées puis séquencées en même temps sur une même 

cellule de flux. 

(C) Réaction de séquençage. Une polymérase synthétise un brin complémentaire (jaune) au brin situé 

sur la cellule de flux (bleu) en incorporant des nucléotides qui portent des groupes fluorescents (bleu, 

rose, orange, ou vert) et un groupe « stop » qui bloque la polymérisation. S’ensuit une étape d’imagerie 

afin d’identifier le nucléotide incorporé. Ensuite, les groupes fluorescents et « stop » sont enlevés et le 

processus se répète. 
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b. Séquençages Paired-end et Single-end :  

 Définition du séquençage Paired-end :  

Ce type de séquençage consiste à séquencer un fragment d’ADN à partir de l’extrémité 5’ puis 

l’extrémité 3’ pour former un read revere et un autre forward. Compte tenu la taille de l’insert et la 

longueur du read, les fragments séquencés peuvent être séparés ou chevauchés (Escalona et al., 2016).   

 

                                        Figure 6: Séquençage Paired-end (Botero-Castro, 2014) 

 

 Définition du séquençage Single-end :  

Le séquençage Single-end repose sur le séquençage d’un fragment d’ADN à partir d’une seule 

extrémité (Escalona et al., 2016).  

 

Figure 7: Séquençage Single-end (Botero-Castro, 2014) 

3. Séquençage de troisième génération : 

Ce type de séquençage connu sous le nom de séquençage next-next generation est le résultat de 

plusieurs recherches développées par des entreprises afin de trouver des systèmes de séquençage plus 

rapide et à débit plus élevé (Moorthie et al., 2011). 

Le principe de la 3ème génération est le séquençage d’une molécule d’ADN sans passer par l’étape de 

la pré-amplification.  
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                Figure 8 : Evolution des techniques de séquençage (Botero-Castro, 2014) 

 Analyse génomique après séquençage NGS :  

La technologie NGS a nécessité le développement d’outils de bio-informatique spécifiques, capables 

d’analyser les données générées par les différentes méthodes. La bio-informatique joue un rôle 

fondamental dans l’analyse des génomes après leurs séquençages, en raison de la quantité et de la 

diversité importante de l’information à traiter. Les séquenceurs haut débit peuvent générer des 

millions, voir des milliards, de séquences courtes appelées reads (Peterlongo, 2016). Ces reads 

représentent une importante source d’information, accessible qu’après passage par plusieurs étapes 

primordiales.  

1. Assemblage des séquences génomiques :  

Pour assembler un génome deux méthodes différentes sont possibles, assemblage par références ou 

assemblage de novo (Pop, 2009). 
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Dans le cas de l’assemblage par références, l’utilisation d’une séquence d’un génome proche de celui 

étudié est nécessaire contrairement à l’assemblage de novo qui n’exige aucune référence pour la 

reconstruction des génomes (Pop, 2009).  

a. Assemblage par référence ou mapping :  

C’est un processus qui nécessite une séquence de référence afin d’assembler un génome, ainsi les reads 

obtenus sont alignés en fonction de leur localisation sur un génome de référence dont on déduit la 

structure du génome séquencé (Pop, 2009).  

 

                                     Figure 9 : Assemblage par référence (Botero-Castro, 2014) 

b. Assemblage de novo :  

La reconstitution du génome ne peut se faire qu’à partir des reads obtenus après le séquençage d’ADN. 

Pour ce faire, des logiciels appelés assembleur sont utilisés. Ces programmes à l’aide de divers 

algorithmes, arrivent a assemblé plusieurs reads en contigs. Chaque contig représente une portion de 

la séquence finale que nous cherchons à reconstituer (Théroux, 2015). 

La plupart des algorithmes d'assemblage de novo de génomes les plus utilisés, appartiennent à deux 

grandes familles, les algorithmes de type (OLC) et ceux de type (DBG) (Théroux, 2015). 

Les assembleurs de type OLC sont plus adapter pour les reads de grande taille (Théroux, 2015). Ces 

algorithmes commencent par la comparaison des reads les uns aux autres à la recherche de régions qui 

se chevauchent. Contrairement à l’assembleur de type OLC, celui de type graphe DeBruijn (DBG) est 

mieux adapter pour les reads de grande taille (Théroux, 2015). 
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2. Annotation génomique :  

L’annotation structurale vise à associer le séquençage d’un génome à une information biologique 

exploitable ce qui permet l’identification des éléments d’intérêts dont les séquences codant des 

protéines et des molécules d’ARN ainsi que les séquences répétées et séquences régulatrices de 

l’expression des gènes font parties (Beyne, 2008). 

a. Annotation relationnelle : 

L’annotation relationnelle a pour objectif l’exploitation des informations plus délicates que les 

informations rattachées aux séquences dans le but d’en sortir les relations qui peuvent exister entre les 

éléments prédits et caractérisés auparavant (Beyne, 2008). 

b. Annotation fonctionnelle : 

Ce type d’annotation intervient afin d’attribuer les fonctions potentielles aux gènes identifiés lors de 

l’annotation structurale (Beyne, 2008). 

c. Annotation structurale :  

L’annotation structurale consiste à identifier les éléments d’intérêts dans un génome. Ces éléments 

peuvent inclure les séquences codant des protéines et des molécules d’ARN (ARNt, ARNr, ARNsn...), 

les pseudogènes ainsi que certaines séquences répétées et séquences régulatrices de l’expression des 

gènes (Beyne, 2008). 
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Dans ce chapitre, nous représentons les outils et les approches bio-informatiques ainsi que les 

méthodologies suivis au cours de notre travail de recherche.  

Afin d’établir un bon workflow d’analyse génomique adéquat à l’analyse du génome du champignon, 

il est nécessaire de choisir le bon assortiment de programmes informatique en se basant sur le schéma 

général de traitement et d’analyse des données. 

 Récupération des génomes via le programme NCBI : 

Les bases de données utilisées lors de ce travail sont issues de banques de données publiques telles que 

GenBank. Ces banques sont générées par NCBI (National Center for Biotechnology Information).  

1. Présentation du programme : 

Le National Center for Biotechnology Information est un institut national américain pour l’information 

biologie moléculaire qui a pour mission le développement de logiciels d’analyse des données de 

génome ce qui facilite les recherches en biologie informatique.  

Le NCBI n’est réellement pas une base de données mais il développe des bases de données publiques 

telles que : GenBank, PubMed et RefSeq (Altschul et al., 1990). 

 

Figure 10 : Site web NCBI ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

Le GenBank est la banque de données de séquences par excellence. Crée, maintenue et distribuée par 

le NCBI, elle contient une collection annotée de toutes les séquences nucléotidiques et protéiques 

publiques.  
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Deux formats différents de séquences peuvent être récupérés depuis NCBI :  

 Format GenBank :  

Ce format se compose d’une section d’annotation et une section de séquence. La section d’annotation 

est subdivisée en deux parties, Header « en tête » où on trouve les informations générales sur la 

séquence (L’identifiant, type de molécule, longueur en paires de bases, les références des articles, 

l’origine biologique, le numéro d’accession et la date de création) et les caractéristiques « Features » 

où on trouve les propriétés associées à toute ou une partie de la séquence. La section de séquence 

commence par le mot « ORIGIN » suivi de la séquence et elle est marquée à la fin par une ligne avec 

"/ /" (Annexe 1). 

 Format FASTA :  

Le format FASTA, signifie « fast all », est l’un des formats les plus répandus et les plus pratiques 

utilisés par de nombreux programmes d’analyse de séquences, tels que la similarité entre les séquences 

(Blast). Il se compose d’une ligne de définition ou de description suivie de la séquence. La ligne de 

description commence par un symbole supérieur à (>), qui est un élément crucial dans la forme FASTA 

et marque le début de chaque nouvelle séquence.  

Le signe « > » et la première lettre de la ligne de définition ne doit contenir aucun espace. Les autres 

lignes sont constituées de lettres représentant des nucléotides ou des acides aminés de la séquence 

(Annexe 2).   

2. Collecte des gènes de virulence du Botrytis :  

Les gènes de virulence ont été collectés depuis des articles publiés sur NCBI et plus précisément sur 

PubMed. Les séquences nucléotidiques et protéiques ont été ensuite enregistrées dans un fichier Bloc-

Notes sous format FASTA (Figure11). 
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         Figure 11 : Paramètres de collecte des séquences nucléotidiques 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 Les outils bio-informatiques :  

1. Logiciel MEGAX : 

Dans cette étude le logiciel MEGAX qui a été utilisé pour réaliser l’alignement multiple des différents 

gènes collectés. 

Le logiciel Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) fournit des outils pour effectuer 

plusieurs types d’analyses. Ce logiciel comprend un large répertoire de programmes afin d’aligner des 

séquences et les assembler, déduire des arbres évolutifs, estimer des distances et des diversités 

génétiques, déduire des séquences ancestrales, calculer des arbres temporels et tester la sélection 

(Kumar et al. 2016). Au cours des 25 dernières années, l'utilisation de MEGA dans l'analyse évolutive 

a été citée dans plus de cent mille études dans divers domaines biologiques.  

Ainsi, il est téléchargeable depuis le site suivant : https://www.megasoftware.net/show_eua .  
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Figure 12 : Le logiciel MEGAX 

2. Logiciel CLC Genomics Workbench :  

Pour l’alignement multiple et l’élaboration d’un arbre phylogénétique plusieurs autres logiciels 

peuvent être utilisés comme le CLC Genomics Workbench. 

 

Figure 13 : Le logiciel CLC Genomics Workbench 

Le CLC Genomics Workbench est développé pour Windows, macOS et Linux. Le logiciel pour soit 

plate-forme téléchargeable sur https://digitalinsights.qiagen.com/downloads/product-downloads/. 

Lorsque vous démarrez CLC Genomics Workbench pour la première fois sur votre système, ou après 

l’installation d’une nouvelle version majeure, l’assistant de licence vous sera présenté (Figure 14). 

https://digitalinsights.qiagen.com/downloads/product-downloads/
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Figure 14 : Assistant de licence permettant d’accéder aux options de licence (depuis CLC Genomics 

Workbench Manual) 

Le CLC Genomics Workbench sert, à son tour, d’aligner des séquences nucléotidiques ou protéiques, 

déterminer les domaines conservés, tracer l’arbre phylogénétique et au développement des amorces.  

Le seul inconvénient de ce logiciel, c’est qu’il est payant (Figure 15).  

 

Figure 15 : Couts du CLC Genomics Workbench 

 Analyse des séquences nucléotidiques et protéiques des différents gènes :  

1. Détermination des fonctions des différents gènes :  

Les gènes indiquent à chaque cellule son rôle dans l’organisme. Sur leur ordre, elles synthétisent des 

protéines : c’est la traduction du code génétique. Chaque protéine a un rôle différent d’une autre. 

Une base de données, InterPro, a été utilisée dans notre étude des fonctions de gènes. InterPro permet 

la classification des protéines en fonction de la présence de domaines fonctionnels, répétitions et 
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signaux grâce à une recherche automatisée dans plusieurs bases de données (Pfam, SUPERFAMILY, 

PANTHER…).   

 

Figure 16 : Base de données InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) 

2. Alignement multiple :  

 L’alignement multiple est un outil de bio-informatique nécessaire pour structurer des protéines et 

prédire leurs fonctions, la phylogénie et d’autres taches afin d’analyser une séquence d’ADN ou de 

protéine. Cette méthode consiste à aligner plusieurs séquences nucléotidiques ou protéiques et révèle 

les caractéristiques conservées ainsi qu’il permet de mieux comprendre les processus évolutifs ayant 

généré ces séquences. 

L’alignement multiple permet de caractériser les familles de nucléotides par l’identification de régions 

d’homologie partagées, déterminer la séquence consensus de plusieurs séquences alignées afin 

d’établir des relations et de la phylogénie.  

 

 

                                           Figure 17 : Alignement multiple sur MEGAX 
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                  Figure 18 : Illustration des étapes d’alignement multiple des séquences de nucléotides      

3. Alignement par MUSCLE sur MEGAX :  

MUSCLE est un nouveau programme informatique pour créer de multiples alignements de séquences 

d’acides aminés ou de nucléotides. La vitesse et la précision de MUSCLE ont été comparées à celles 

de ClustalW et T-Coffee et ont obtenu le classement le plus élevé en termes de précision dans tous les 

tests (Edgar, Robert C., 2004).  

 

Figure 19 : Alignement par Muscle sur MEGAX 

Pour obtenir un bon alignement par MUSCLE, il faut ajuster certains paramètres illustrés par la figure 

ci-dessous. 

 

Figure 20 : Illustration des paramètres de l’alignement par MUSCLE 
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4. Les domaines conservés :   

Une séquence conservée ou un domaine conservé est une séquence, d’acides nucléiques ou d’acides 

aminés, qui est restée relativement similaire ou identique le long de l’arbre phylogénétique dans une 

ou plusieurs familles de protéines (Poitras et al., 2002). 

5. Arbre phylogénétique :  

Les relations phylogénétiques entre les séquences permettent d’établir une matrice de distances 

génétiques entre plusieurs espèces. Pour tracer un arbre phylogénétique une nouvelle approche consiste 

à utiliser des logiciels et des applications qui reposent sur des modèles et des mécanismes évolutifs 

différents (Mariadassou, 2009).  

 

                                     Figure 21 : Elaboration d’un arbre phylogénétique sur MEGAX 

6. Développement des amorces :  

La conception d’amorces Oligo nucléotidiques appropriées est importante dans différentes 

applications, séquençage d’ADN et l’hybridation.  

De nombreux programmes sont disponibles pour la conception des amorces prenant l’exemple des 

programmes bio-informatiques les plus utilisés et qui sont gratuits pour l’analyse des séquences 

d’acides nucléiques : Pick primer, Bioedit, Genfisher2…(Depuis https://toptipbio.com/real-time-pcr-

primer-blast/. Mai 2022). 

Dans notre étude, on a eu recours à Pick primer afin de développer les meilleures amorces permettant 

une meilleure amplification.  

Les paramètres pris en compte pour la conception d’amorces sont les suivants :  

 Longueur d’amorce : La longueur d’amorces doit être de 16 à 24 nucléotides.  

 Taux de GC : Le pourcentage de GC donne des informations concernant la température de 

fusion. Le pourcentage optimal de l’amorce en GC est de 40 à 60%. Les nucléotides GC doivent 

être répartis uniformément le long de l’amorce.  
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 Tm des oligonucléotides : Pour de meilleurs résultats la Tm doit être de 52°C à 60°C alors 

que les températures plus basses ne donnent pas de bons résultats. Ainsi les amorces de 

températures de fusion supérieures à 65°C doivent être évitées en raison du risque 

d’hybridation secondaire. Il est donc conseillé de choisir une température de 60°C pour la 

réaction de séquençage d’hybridation et d’élongation.  

 La taille du produit PCR : La taille du produit PCR idéale est de 70-200 paires de bases. 

 Séquence : Une complémentarité entre les amorces ne doit pas exister afin de ne pas former 

les épingles à cheveux ou à l’autre amorce utilisée dans les réactions de PCR.  

 

    Figure 22 : Développement d’amorces via NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

 

             Figure 23 : Présentation de l’interface du développement d’amorces sur NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
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                           Figure 24 : Illustration des étapes d’identification des amorces 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 

7. Recherche des marqueurs SSR :  

Afin de rechercher les marqueurs SSR, on a recours au traitement des séquences nucléotidiques des 

différents gènes par MISA. C’est un logiciel sous Windows pour la recherche automatique et la 

prédiction des microsatellites, automatisé à la conception des amorces, l’identification et localisation 

des marqueurs microsatellites parfaits ainsi que les microsatellites composés qui sont interrompus par 

un certain nombre de bases (Duran et al., 2009). MISA nécessite un ensemble de séquences au format 

FASTA et un fichier de paramètres qui définit la taille de l'unité et le nombre de répétition minimum 

de chaque SSR (tableau 3), en possédant plusieurs paramètres d’entrés. 

Le nombre de répétitions des motifs varie d’une espèce à l’autre, on parle de taille par exemple (CA)15, 

(CA)11 ou (CA)19. Les microsatellites montrent également un polymorphisme de structure qui 

correspond à un changement d’une base en une autre à l’intérieur du motif, par exemple le 

microsatellite (CA)16 a subi une mutation de A en T dans la 14ème répétition (CA)13 CT (CA)2. 
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                         Tableau 3 : Paramètres choisis pour la recherche des SSRs 

Taille de l’unité Nombre minimum de répétitions  

1 (mono) 10 

2 (di) 6 

3 (tri) 5 

4 (tetra) 5 

5 (penta) 5 

6 (hexa) 5 

 

Les valeurs des paramètres pris en compte sur MISA sont comme suite :  

 Tm° : 50°C à 61°C 

 Taille des amorces : 20 – 21 pb 

 Pourcentage en GC% : 30 à 60% 

L’exécution du programme engendre 2 types de fichiers séparés :  

 Fichier. Xls : Contient les microsatellites identifiés avec leurs types, leurs localisations, les 

amorces associées à chaque SSR avec plusieurs paramètres, tels que, la taille d’amorces, la 

teneur en GC, la Tm° et la taille du produit PCR.  

 Fichier. Statistics : Résume les différentes statistiques d’un type de microsatellites.  
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Partie III 

Résultats et discussions  
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 Classification des gènes de virulence collectés : 

Les gènes de virulence collectés depuis PubMed ont été classés dans le tableau ci-dessous avec un 

total de 13 gènes en mentionnant les codes d’accession des séquences nucléotidiques et des séquences 

protéiques, l’hôte et les différentes fonctions de chaque gène. 

Tableau 4 : Classification des gènes selon leur hôte et fonctions  

 

Nom du 

gène 
 

  

Forme du 

Botrytis  

 

Code 

d’accession  

 

  Hôte  

                    

                Fonctions  

 

 

BcPCK1 

 

Botrytis cinerea 

B05.10 

Nucléotide: 

XM_001546846

.2 

Protéine: 

XP_001546896.

2 

 

Tomate 

-Catalyse la décarboxylation réversible de 

l'oxaloacétate pour produire du 

phosphoénolpyruvate et du CO2, 

-Synthèse du glycogène à partir du glucose. 

 

 

Bcg1 

 

Botrytis cinerea 

B05.10 

Nucléotide: 

XM_024693154

.1 

Protéine: 

XP_024548939.

1 

Pomme de 

terre 

Tomate  

 

-Liaison au complexe de sous-unité 

bêta/gamma de la protéine G. 

-Rôle important dans la morphogénèse 

 

Bcvel1  

 

Botrytis cinerea 
B05.10 

(Botryotinia 

fuckeliana) 

Nucléotide: 

HE977589.1 
Protéine: 

CCK35904.1 

 

Vitis  

 

-Formation de sclérotes et la production de 
toxines. 

 

 

BcLTF1  

 

Botrytis cinerea 

Nucléotide: 

KX009404.1 

Protéine: 

ANQ80444.1 

 

 

Tomate 

 

-Régulation de la transcription sur matrice 

d'ADN. 

 

 

BMP1 

 

Botryotinia 

fuckeliana 

Nucléotide: 

AF205375 

Protéine: 

AAG23132.1 

 

Tomate 

(leaves) 

-Catalyse de la phosphorylation d'un résidu 

d'acide aminé dans une protéine, généralement 

selon la réaction : une protéine + ATP = une 

phosphoprotéine + ADP. 

 

 

BcHBF1 

 

Botrytis cinerea 

B05.10 

Nucléotide: 

XM_024693277

.1 
Protéine: 

XP_024549063.

1 

 

Tomate et 

fraise 

 

-Production de sclérotes,  

-Indispensable pour l'adaptation au stress 

osmotique et oxydatif de B. cinerea ainsi que 

pour l'intégrité de la paroi cellulaire 

 

 

BcATG1 

 

Botrytis cinerea 

B05.10 

Nucléotide: 

XM_024693794

.1 

Protéine: 

XP_024549581.

1 

 

Pomme, 

raisins et 

tomate  

 

 

 

 

Bcgb1 

    

Botrytis cinerea 

B05.10 

Nucléotide: 

NC_037317.1 

Protéine: 

XP_024550184.

1 

 -Endopolygalacturonase  

-Formation de sclérotes 
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Xyn11A 

endo-beta-

1,4-xylanase 

precursor 

 

Botrytis cinerea 

(Botryotinia 

fuckeliana) 

Nucléotide:  

DQ057980.1 

Protéine: 

AAZ03776.1 

 

Raisins et 

feuilles de 

tomate  

 

-Dégradation de la paroi cellulaire,  

-Activité hydrolase, hydrolysant les composés 

O-glycosyle. 

 

 

Bccyp2 

 

Botrytis cinerea 

B05.10 

 Nucleotide: 

XM_001559919

.2 

Protéine: 

XP_001559969.
1 

  

-Activité peptidyl-prolyl cis-trans isomérase, 

-Isomérisation des protéines peptidyl-prolyl. 

 

 

Bac 

 

Botrytis cinerea 

B05.10 

Nucléotide: 

XM_024697499

.1 

Protéine: 

XP_024553314.

1 

 

 

 

-Transduction du signal, Adenylate cyclase, 

- Rôle important dans les processus de 

croissance et de pathogénicité du champignon 

 

 

Bcbot 

 

 

Botrytis cinerea 

T4 SAS56 

Nucléotide:  

XM_024696571

.1 

Protéine: 

XP_024552382.

1 

  

-Biosynthèse de toxines, P450 monooxygénase  

 
 

Bcsod1 

 
Botrytis cinerea 

B05.10 

Nucléotide: 
XM_001560480

.2 

Protéine: 

XP_001560530.

1 

   
 -Génération de H2O2, superoxide dis-mutase  

 

 

 

 

Ces gènes de virulence peuvent être classés en familles différentes ce qui est représenté dans le tableau 

4.   

Tableau 5 : Classification des gènes de virulence en familles  

Familles de 

gènes  

  Gènes     

Bcg 

 

Fonction : Gα 

sous-unités G-

protéines 

Bcg1 

Nucléotide : 

XM_024693154.1 

Protéine :  

XP_024548939.1 

Bcg2 

Nucléotide : 

XM_024697040.1 

Protéine :  

XP_024552855.1 

Bcg3 : 

Nucléotide :  

XM_024697564.1 

Protéine : 

XP_024553380.1 

  

Bcpls 

 

Fonction : 

Tétraspanin 

Pénétration de 

l’appressorium  

Bcpls1 

Nucléotide : 

XM_001551683.2 

Protéine : 

XP_001551733.2 
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Bcpg 

 

Fonction : endo-

polygalacturonase 

Dégradation de la 

paroi cellulaire   

Bcpg1 

Nucléotide : 

NC_037323.1 

Protéine :  

XP_001550077.1 

Bcpg2 

Nucléotide : 

XM_024696956.1 

Protéine : 

XP_024552772.1 

Bcpg3  

Nucléotide : 

XM_024692630.1 

Protéine : 

XP_024548409.1 

  

Bcatg Bcatg2 

Nucléotide : 

XM_001552778.2 

Protéine : 

XP_001552828.2 

Bcatg13 

Nucléotide : 

XM_024696860.1 

Protéine : 

XP_024552673.1 

Bcatg8 

Nucléotide : 

XM_001558783.2 

Protéine : 

XP_001558833.1 

Bcatg5 

Nucléotide :  

XM_024695217.1 

Protéine : 

XP_024551010.1 

 

BcVEL BcVEL1 

Nucléotide: 

HE977589.1 

Protéine: 

CCK35904.1 

BcVEL2 

Nucléotide: 

HE977591.1 

Protéine : 

CCK35906.1 

 

BcVEL3 

Nucléotide: 

HE977592.1 

Protéine : 

CCK35907.1 

 

BcVEL4 

Nucléotide:  

HE977594.1 

Protéine : 

CCK35909.1 

 

BcLAE1 

 Nucléotide : 

XM_024692832.1 

Protéine : 

XP_024548614.1 

 

 Les domaines conservés, les amorces associées et les arbres phylogénétiques des différents 

gènes de virulence du botrytis cinerea :  

1. Alignement multiple :  

L’alignement multiple est réalisé par le logiciel MEGAX qui nous a permis d’étudier le degré de 

similitude des séquences des gènes de virulence dont les résultats sont représentés par les figures (24 

et 25).   

Les gènes de virulence alignés sur MEGAX sont au nombre de 13 gènes différents avec leurs codes 

d’accession, ils sont ensuite classés dans les tableaux ci-dessous (Tableau 5 et 6). 

Tableau 6 : Classification des gènes de virulence selon les codes d’accession des séquences 

nucléotidiques 

Gènes de virulence Code d’accession des 

séquences nucléotidiques 

Bcpk1 XM_001546846.2 

Bcg1 XM_024693154.1 

Velvet1 HE977589.1 

BcLTF1 KX009404.1 
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BMP1 AF205375 

BcATG1 XM_024693794.1 

BcHBF1 XM_024693277.1 

Bcgb1 NC_037317.1 

Xyn11A DQ057980.1 

Bccyp2 XM_001559919.2 

Bac XM_024697499.1 

Bcbot1 XM_024696571.1 

Bcsod1 XM_001560480.2 

Puis on a aligné les différentes séquences nucléotidiques sur MEGAX après les avoir récupérés sur 

Bloc-notes depuis NCBI sous format FASTA.   

 

 

Figure 25 : Présentation de l’interface de l’alignement multiple des différentes séquences 

nucléotidiques sur MEGAX 
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Ensuite on a aligné les différentes séquences protéiques classées dans le tableau ci-dessous.  

Tableau 7 : Classification des gènes de virulence selon les codes d’accession des séquences 

protéiques 

Gènes de virulence Code d’accession 

des séquences 

Protéiques 

Bcpk1 XP_001546896.2 

Bcg1 XP_024548939.1 

Velvet1 CCK35904.1 

BcLTF1 ANQ80444.1 

BMP1 AAG23132.1 

BcATG1 XP_024549581.1 

BcHBF1 XP_024549063.1 

Bcgb1 XP_024550184.1 

Xyn11A AAZ03776.1 

Bccyp2 XP_001559969.1 

Bac XP_024553314.1 

Bcbot1 XP_024552382.1 

Bcsod1 XP_001560530.1 

Puis on a aligné les différentes séquences protéiques sur MEGAX après les avoir récupérés sur Bloc-

notes depuis NCBI sous format FASTA. 
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Figure 26 : Présentation de l’interface de l’alignement multiple des différentes séquencesprotéiques 

sur MEGAX 

2. Alignement par Muscle :  

MUSCLE est un nouveau programme informatique pour créer de multiples alignements de séquences 

de protéines. Il est utilisé dans notre travail afin d’identifier les zones de concordance entre les 

différentes séquences de gènes de virulence du Botrytis cinrea.  

a. Alignement des séquences nucléotidiques : 

 

 

Figure 27 : Présentation de l’interface de l’alignement par Muscle des différentes séquences 

nucléotidiques sur MEGAX            
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b. Alignement des séquences protéiques :    

 

 

Figure 28 : Présentation de l’interface de l’alignement par Muscle des différentes séquences 

protéiques sur MEGAX 

Après avoir aligné les 13 séquences des gènes de virulence du Botrytis cinerea, on constate qu’il y’a 

pas de similitude remarquable entre eux.  

On prend par la suite le code d’accession des 13 séquences protéiques et on implique un Blast protéique 

(BlastP) afin de savoir les noms des domaines conservés «specific hits» et leur emplacement sur les 

séquences. On a obtenu ensuite le résultat représenté par la figure 28. 

 

 

Figure 29 : BlastP des séquences protéiques des 13 gènes de virulence du Botrytis cinerea 

D’après les résultats qui précèdent on conclut que les gènes de virulence sont différents et ne sont pas 

identiques. Mais ils peuvent être similaires au point de vue fonction ou bien selon la nature chimique.   
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Les divergences entre les séquences de gènes de virulence du Botrytis cinerea sont interprétées comme 

résultant de mutation. 

3. Alignement des séquences protéiques des différentes familles de gènes :  

a. Famille de gènes Bcg : 

 

Figure 30 : Alignement des séquences protéiques de la famille Bcg sur MEGAX 

 

Figure 31 : Domaines conservés des séquences protéiques de Bcg générés par Muscle sur MEGAX 

Ces domaines conservés représentent les similarités entre les différents gènes de la famille Bcg.  

b. Famille de gènes Bcpg :  

 

Figure 32 : Alignement des séquences protéiques de la famille Bcpg sur MEGAX 

 

 

Figure 33 : Domaines conservés des séquences protéiques de la famille Bcpg par Muscle sur 

MEGAX 

c. Famille de gènes BcATG : 

 

Figure 34 : Alignement des séquences protéiques de la famille BcATG sur MEGAX 
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Figure 35 : Alignement des séquences protéiques de la famille BcATG par Muscle sur MEGAX 

d. Famille des gènes BcVEL :  

 

Figure 36 : Alignement des séquences nucléotidiques de la famille BcVEL sur MEGAX 

 

Figure 37 : Alignement des séquences protéiques de la famille BcVEL par MUSCLE sur MEGAX 

Pour la famille BcVEL, les gènes ne représentent pas de similitude vu qu’il n’existe pas de domaines 

conservés entre les séquences protéiques. 

4. Arbre phylogénétique :  

A partir des figures précédentes (26 et 27) de l’alignement certains gènes présentent une similitude 

dans leurs parties conservées. En outre, pour d’avantage d’éclaircissement les arbres phylogénétiques 

ont été établis sous la base de données de l’alignement multiple toujours par le même logiciel MEGAX.    

Avant de tracer l’arbre phylogénétique, on doit chercher les paramètres à modifier pour avoir un 

meilleur modèle et le plus raisonnable de notre arbre présentant les différentes séquences et ceci est 

possible sur le logiciel MEGAX (figure 36). 
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Figure 38 : Illustration du paramètre du choix du meilleur modèle de l’arbre phylogénétique 

Par la suite, on a comme résultat un tableau qu’on ouvre sur Excel, il repésente différents paramètres 

du choix du meilleur modèle.  

Tableau 8 : Paramètres du choix du meilleur modèle de l’arbre phylogénétique sur MEGAX 

 

D’après les résultats obtenus, le meilleur modèle à choisir c’est le T92+G avec T92=Tamura 3-

parameter et G=Gamma distrubution et le « Test of phylogeny » est le « Bootstrap method » qui 

rééchantillonne notre alignement de séquence et reconstruit un arbre de vraisemblance maximum et il 

le fait cent fois.  
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Figure 39 : Paramètres à modifier pour le traçage de l’arbre phylogénétique sur MEGAX 

 

Figure 40 : Arbre phylogénétique des différentes séquences de nucléotides générés par MEGAX 

5. Le développement d’amorces : 

Le développement d’amorces est conçu à partir des différents gènes étudiés selon l’outil 

« pickprimers », les résultats sont représentés par le tableau 7 qui présente les primers développés, les 

numéros d’accession des gènes, les « Forward » primers et les « reverse » primers, la teneur en GC, la 
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température d’hybridation Tm ainsi que la taille en paire de bases. Il faut mentionner que le bon primer 

retenu c’est le premier pour chaque gène.  

Dans la section des paramètres d'amorce, c’est possible d'entrer nos propres séquences d'amorce. Ceci 

est idéal pour visualiser où sur le gène les amorces se lient. Mais nous laisserons ce blanc car nous ne 

connaissons pas encore les séquences d'amorces. Pour la PCR en temps réel, une taille de produit PCR 

optimale se situe entre 70 et 300 paires de bases pour une bonne révélation sur gel d’acrylamide et une 

taille au-delà de 300 paires de bases pour une bonne révélation sur gel d’agarose. 

Au bas des paramètres de l’amorce, on peut spécifier la plage de température de fusion de l’amorce 

(Tm).  En règle générale, la température d’hybridation de la réaction PCR est d’environ 3 à 5°C 

inférieure de celle de la Tm de notre paire d’amorces. Par conséquent, une paire d’amorces avec une 

Tm de 62°C devrait, en théorie, avoir une température d’annelage de 57°C à 60°C. 

 

Figure 41 : Ajustement des différents paramètres des amorces 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pickprimer) 

Tableau 9 : Description de quelques paires d’amorces des gènes étudiés générés par pickprimer. 

Gènes  Amorces sens / antisens Tm %GC 
Taille en 

pb 

Taille du produit 

PCR 

 

BcPCK1 

 

 

F : CTATCGACAAACCACCCAAGC 

R : GCCATCTTTGAGGTGTAACCG 

59.26 

59.26 

52.38 

52.38 

21 

21 
131 

F : TGGCTGAGAAGATTGAGCAC 
R : CTTGGAGGTTGAAGGTCTCG 

58.06 
57.91 

50.00 
50.00 

20 
20 

111 

Bcg1 

F : AGAAGCTTCCCGTTAGTCCT 

R : GCTGGTTGAGACTGACGAAT 

57.87 

57.96 

50.00 

50.00 

20 

20 
148 

F : ACGATCAAGATGTCCTTCGC 

R : CGGAGATAGCGACCAAGAAG 

58.07 

57.87 

50.00 

55.00 

20 

20 
177 

Bcvel1 

F: GCAGACACTGATACCGCTTT 

R: TGTCGTGGATCGGTTTCATC 

58.27 

58.00 

50.00 

50.00 

20 

20 
99 

F: CCTGAAACGATTACGAGGCA 
R: AAAGCGGTATCAGTGTCTGC 

58.00 
58.27 

50.00 
50.00 

20 
20 

169 

BcLTF1 

F: GCATGTATGGCGATGACAGA 

R: CAGCGCGCTATTCAATTGTT 

58.13 

57.82 

50.00 

45.00 

20 

20 
123 

F: TGGCTCAAGTTTGTTCTCCA 

R: CTTATTGCGTGGAAATGGCG 

57.27 

58.17 

45.00 

50.00 

20 

20 
119 

 

BMP1 

F: ACGTGCATTTGTTGTAACCT 

R: GCAAAGAGAAGCGTAGCAAT 

56.18 

56.81 

40.00 

45.00 

20 

20 
71 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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F: GGGATGATGGAGGATGGAATG 

R: CAGGTTACAACAAATGCACGTA 

57.92 

57.52 

52.38 

40.91 

21 

22 
157 

BcHBF1 

F: GCATTTGTACCTCGCTCAGA 

R: ATGTCGACTAGTGCTTGCTG 

57.99 

58.00 

50.00 

50.00 

20 

20 
200 

F: GCCCAAGTTTGAAGAGGTCA 

R: TCTGAGCGAGGTACAAATGC 

58.02 

57.99 

50.00 

50.00 

20 

20 

 

120 

BcATG1 

F: CGACAAAGAGATCGCAAGGA 

R: GCTCGGCTTCAGTTATGGAA 

58.00 

57.98 

50.00 

50.00 

20 

20 
145 

F: AACCGGGTACCAATAATCGC 

R: ATTGGCAAGCCTTGAAGGAA 

58.04 

57.99 

50.00 

45.00 

20 

20 
138 

Bcgb1 
     

     

Xyn11A 

F: TATTAGTGAGTGGTGAGTGGG 

R: ACCACCACTACACCCATTTG 

47.62 

50.00 

47.62 

50.00 

21 

20 
122 

F:  TTAGTGAGTGGTGAGTGGG 

R: CCACCACTACACCCATTTGT 

55.97 

57.71 

52.63 

50.00 

19 

20 
119 

Bccyp2 

 

  Bac  

F: CCAATTTGAGCTCTTCGCCG 
R: TCTTGGTTTCGCCGGTACAA 

59.90 
59.89 

55.00 
50.00 

20 
20 

77 

F: ACCGTACGCTTTGGACCTTT 

R: TTCTTGGTTTCGCCGGTACA 

59.98 

59.98 

50.00 

50.00 

20 

20 
269 

F: GCGGCTCTACTTCCATCCTC 

R: AGCTGCTTGGAAAAACGCAG 

59.97 

59.97 

60.00 

50.00 

20 

20 
253 

F: TTGTCCGGTGTGATTCTCCG 

R: GAGGATGGAAGTAGAGCCGC 

60.04 

59.97 

55.00 

60.00 

20 

20 
196 

Bcbot 

F: GCGGCTCTACTTCCATCCTC 

R: AGCTGCTTGGAAAAACGCAG 

59.97 

59.97 

60.00 

50.00 

20 

20 
253 

F: CATCATGCAAGTCCTGTGCG 

R: TTGGTCGTTCTTGGGGATGG 

59.90 

59.96 

55.00 

55.00 

20 

20 
484 

Bcsod1 

 

F: TACCGTTGTTGTCCACTCCG 

R: TGGTCTGGTTCCAGCGTTAC 

59.97 

59.97 

55.00 

55.00 

20 

20 
88 

F: GTAACGCTGGAACCAGACCA 

R: AGACACAGCCGGCAAACTAA 

59.97 

59.89 

55.00 

50.00 

20 

20 
145 

 

6. Les marqueurs SSR:  

Après avoir lancer la recherche des marqueurs SSR sur MISA, on a obtenu deux fichiers, le premier 

qui est le fichier.xls il est représenté par le tableau ci- dessous.  

Tableau 10 : Les types SSR des différentes séquences des gènes de virulence du Botrytis cinerea 

 

Il existe plusieurs types de marqueurs SSR tout dépend du motif répété. Un motif de 1 paire de base 

dont le plus souvent on a répétition du A ou de T est appelé mono-nucléotidique, un motif avec 2 paires 

de base est appelé di-nucléotidique, celui de 3 paires de base est appelé tri-nucléotidique ainsi le motif 

avec 4 paires de base répétés est appelé tétra-nucléotidique. La longueur de ces séquences, c’est-à-dire 

le nombre de répétitions, varie selon l’espèce mais aussi d’un individu à un l’autre et d’un allèle à 
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l’autre chez un même individu voire d’une cellule à l’autre lors d’une erreur lors de la réplication de 

l’ADN.  

D’après le tableau 10, on classe les marqueurs SSR selon le tableau ci-dessous.  

Tableau 11 : Classification des marqueurs SSR selon leur type 

ID Marqueur 

SSR 

Type 

AF205375.1_BMP1_Botryotinia_fuckeliana_MAP_kinase_Tomate (T)12 Mono-

nucléotidiq

ue 

XM_024693277.1_BcATG1_Botrytis_cinerea_B05.10_Pommes_ra

isin_et_tomate 

(A)10 Mono-

nucléotidiq

ue 

XM_024693277.1_BcHBF1_Botrytis_cinerea_B05.10_Fraise (A)10 Mono-

nucléotidiq

ue 

NC_037317.1_Bcgb1_Botrytis_cinerea_B05.10 (ACACT)

5 

Penta-

nucléotidiq

ue  

DQ057980.1_Xyn11A_Botryotinia_fuckeliana_Raisin_et_tomate  (ATTGG

A)6 

Hexa-

nucléotidiq

ue 

(AT)9 

 

Di-

nucléotidiq

ue 

(T)10 Mono-

nucléotidiq

ue 

XM_024697499.1_Bac_Botrytis_cinerea_B05.10 (CCA)6 Tétra-

nucléotidiq

ue 

 

L’analyse a montré que toujours les motifs mono-nucléotidiques avec 50% suivis par les motifs penta-

nucléotidiques, hexa-nucléotidiques, tétra-nucléotidiques et di-nucléotidiques avec un même 

pourcentage de 12,5%. Des centaines d’amorces ont été générées pour toutes les séquences analysées. 

Le motif de types mono-nucléotidiques a été pris comme critère de choix, vue l’abondance de ces 

motifs chez Botrytis cinerea.  

Pour le fichier statistics qui résume les différentes statistiques des microsatellites il est représenté par 

la figure ci-dessous.  
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Figure 42 : Fichier.statistics décrivant les marqueurs SSR 

Généralement, les marqueurs SSR sont considérés comme des locus spécifiques et par conséquent, 

toute amplification utilisant une paire d’amorce SSR devrait générer une ou deux bandes 

respectivement pour un allèle homozygote ou hétérozygote. 

 

Conclusion générale 

 

La bio-informatique, la génétique, la génomique fonctionnelle et structurale sont des approches 

expérimentales complémentaires pour identifier des gènes d’intérêt in silico ou in vivo et in vitro.  

L’étude des gènes in silico est une étape importante puisqu’elle permet de guider l’interprétation des 

résultats expérimentaux et de suggérer de nouvelles expériences.  
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Dans notre cas, les procédés bio-informatiques utilisés pour la conception d’amorces à partir des gènes 

candidats à la virulence que nous avons identifiés sont :  

- La recherche et identification des gènes candidats,  

- L’alignement,  

- La construction d’un arbre phylogénétique,  

-          Le développement d’amorces, 

- La conception de marqueurs SSR à l’aide de logiciel MISA. 

Les résultats de notre étude, ont montré l’implication de plusieurs gènes de virulence différents à la 

pourriture grise du fraisier. L’arbre phylogénétique a regroupé les gènes des espèces ayant une 

similtitude remarquable entre eux qui serait probablement due à l’ancêtre commun de tous les gènes 

étudiés.  

Enfin, il nous semble indispensable dans l’étude du génome des champignons d’intégrer les différentes 

sources d’informations au sein de l’environnement informatique afin d’essayer de comprendre un peu 

le mystère de l’unité du vivant.   
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Annexes 

Annexe 1 : Format GenBank   

Exemple du gène Bcg1 : 
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