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Résumé

Le secteur oléicole bénéficie d’'une importance ialacsur le plan socio-économique
marocain. Ce secteur est caractérisé par I'aboeddacmoulins traditionnels de trituration
des olives appelés ‘Maasra’. Les pratiques suikies de I'extraction de I'huile d'olive au
niveau des Maasra, offrent des conditions propgices le développement de moisissures sur
les olives, les grignons et les margines. Quelbes ses moisissures ? Sommes-nous certains
de leur identification morphologique ? L’identifican moléculaire permet-elle de compléter
I'identification morphologique ou de la remplacer?

A partir d’'une collection de 134 souches de chammig filamenteux isolées des
Maasras, 53 souches ont été choisies sur la baseitdees morphologiques et culturaux
comme étant représentatives de la collection. D@Hda technique de PCR a été utilisée pour
I'amplification de la région ITS de 'ADNr au biage la paire d’amorces ITS1 (sens) et ITS4
(antisens). Ensuite, la région amplifice a été ségée en utilisant 'amorce ITS4. Les
chromatogrammes élaborés par le séquenceur autprabnt été analysés en utilisant le
logiciel Chromas afin d’obtenir des séquences atgiites. Enfin, les séquences obtenues ont
été soumises au logiciel Blast pour la rechercheséguences similaires. Suite a cette
recherche dans la banque de données génétiguesafenks noms de souches de
moisissures ont été classées de maniére décrassainant le pourcentage de similarité de
leurs séquences avec la séquence de la souchérékint

Les techniques utilisées, largement appliguées pmlentification des souches de
champignons filamenteux, nous ont permis d’ideettiB7 souches appartenant aux genres :
Aspergillus Penicillium Paecilomyces Fusarium Mucor, Rhizomucaor Galactomyces
Ceratocystis Dipodascus Thanatephoruset Trichoderma L’identification moléculaire du
genre fongique concorde chez 73 % des souchescallecétablie morphologiquement lors
des travaux précédents. Cependant la congruencee didspece moléculaire et
morphologique, mérite d’étre approfondie. En pectpe, le probléme de la fiabilité des
données relatives a certaines souches de moisdigueant au niveau de GenBank justifie la
creéation d’'une banque de données génétiques IAVURIBant des critéres rigoureux pour
I'admission de séquences.

Mots clés: Huile d'olive, Maasra, Maroc, moisissures, idgn#ifion moléculaire, ADN,
PCR, ITS, électrophorese, Séquencage, Banque adee®genétiques.



Abstract

In Morocco, the olive oil sector is of utmost imfarce with regards to the socioeconomic
situation. The sector is dominated by traditional roills called "Maéasras". These small
grinding units are always characterized by a lovel®f technology and the non-compliance
with basic hygienic practices. These practices enfavorable conditions to the growth of
moulds on olives, pomace and wastewater. What leaset moulds? Are we sure of their
morphological identification? Can a molecular idiécdtion confirm or replace a given
morphological identification ?

From 134 filamentous fungal strains isolated froradgras, 53 strains were selected on the
basis of morphological and cultural criteria asngeiepresentative of the collection. Initially,
the PCR technique was carried out to amplify tH& tIDNA region by usingITS1 forward and
ITS4 reverse primers. The amplified PCR product watomatically sequenced using the
ITS4 primer. Then, sequence data were analyzed Wmomas software in order to obtain
exploitable sequences. Finally, processed sequenees subjected to similarity searches
against GenBank using Blast software. At the enthose searches, the obtained names of
mould strains were classified in a decreasing maaoeording to the percentage of similarity
of their sequences with that of the studied strain.

The techniques used, largely applied for the idieation of filamentous fungi, enabled us to
identify 37 strains belonging to the genuses dispergillus Penicillium Paecilomyces
Fusarium Mucor, Rhizomucagr GalactomycesCeratocystis Dipodascus Thanatephorust
Trichoderma Molecular identification of the studied mould gees is in agreement for 73 %
of strains with prior morphological data. Howevsimilarity at the species level requires a
more in depth study. In prospect, the problem @f tdliability of data relative to certain
mould strains appearing in GenBank justifies theation of a IAV-IRD genetic data bank
using rigorous criteria for the admission of sequesn

Key words: Olive oil, Maasra, Morocco, mould, molecular idéoation, DNA, PCR, ITS,
electrophoresis, sequencing, genetic databank.
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Introduction générale

Pour terminer ma formation d’ingénieur en Industriggricoles et Alimentaires au
sein de l'Institut Agronomique et Vétérinaire Hassk ‘IAV Hassan II' de Rabat, et
contribuer au développement du secteur oléicol®aaan, j'ai effectué un travail de mémoire
de fin d’étude sur : « Identification moléculairarmplification et séquencage d’ADN des

champignons filamenteux isolées des ‘Maasra’ awbtar

Le secteur oléicole revét une grande importance-<smonomique pour le Maroc. Or,
la promotion de cette filiere est jonchée d’obstadi’'ordre climatique (l'irrégularité de la
pluviométrie), physiologique (le phénomene d'aklce) et technique (outils traditionnels et
rudimentaires). L'utilisation de la méthode du @ad pour la récolte des olives, la
manutention et le stockage inadéquats en vrac @aenen vue de I'extraction de I'huile au
niveau des unités traditionnelles de trituratiors d#ives ‘Maésra’ sont des conditions
propices au le développement de moisissures. Equrdbabilité significative de I'existence
de mycotoxines aussi bien dans I'huile que dangi@gons rendant ainsi impropre voire

méme périlleuse leur consommation respective pemiime et par le bétail.

Le travail qui nous a été confié entre dans le eadfun Projet de Recherche
Agronomique pour le Développement (PRAD). L'acromyrohoisi « Moisi ZérO » pour
désigner ce projet de recherche est composé dentiatis : Moisissures Zéro dans les Olives.
Il y a trois objectifs a atteindre dans ce projgt): Réaliser un travail scientifique orienté vers
l'identification classique et moléculaire des msssires nuisibles et de leurs mycotoxines
présentes dans les maasras, empécher la probférdéi ces moisissures et contribuer a un
développement durable du secteur oléicole maro€2)rn-ormer par la recherche une jeune
éguipe marocaine sur les techniques modernes tmgi@anoléculaire pour 'identification et
la détection des moisissures nuisibles. (3) Organsu Maroc en 2004 un congrés
international sur « Biotechnologie et Qualité ptaudéveloppement de la culture de I'olivier
(OliveBioteQ-2004) ».

Durant les trois précédentes années du projeeuwd®$ chercheurs marocains ont isolé
des souches de moisissures mésophiles et therrappiibductrices de mycotoxines. Elles

appartiennent principalement aux genfespergillus Fusariumet Penicillium Les souches



isolées ont aussi un intérét biotechnologique puedlgs se sont révélées productrices

d’enzymes telles que les phytases , les tannases lgiases.

L’objectif de ce travail qui entre dans le cadre geojets PRAD (04/16) et (02/13), est
d’identifier par voie de biologie moléculaire lesushes de champignons filamenteux qui ont
été identifiées morphologiquement en 2003, 2002085, dans le cadre du projet PRAD
(04/15) par I'équipe de recherche de IAV Hassaetlde I'Institut de Recherche pour le
Développement ‘IRD’ de Marseille (Kammas$ al, 2002 ; Iraqgiet al, 2002 ; Salihet al,
2004 ; Zaouiagt al, 2005). Pour ce faire, jai effectué un stage e slu Laboratoire de
Mycologie Fondamentale et Appliquée aux Biotechgi@s Industrielles & la Faculté de
Pharmacie, Université Claude Bernard, Lyon |, alpdratoire de Microbiologie et des
Fermentations en Milieu Solide a I'lRD de Marseélea I'lAV Hassan 1l de Rabat.

La classification morphologique des champignonsanfiénteux a dominé la
systématique fongique jusqu’a la fin du X3iécle. Toutefois, cette approche reste inefficace
devant certains cas de champignons, en I'occurrdasanoisissures peu différenciées et/ou
sensibles aux conditions environnementales. L'ésrerg des techniques de biologie
moléculaire a permis l'acquisition d’'un complématinformation sur la taxonomie des
champignons et une meilleure délimitation des esp@gai, autrefois, pouvait étre confondues
avec l'espece dominante du genre. La technique adeé&ction de polymérisation en
chaine (‘Polymerase Chain Reaction’, PCR) est deveme technique incontournable pour

I'amplification d’ADN.

Ce document, traite différents aspects que nousngd’évoquer brievement. Il est

compose de trois sections :

- Section 1 : Revue bibliographique.
On trouvera ainsi, dans le premier chapitre, unr@psur le secteur oléicole mondial et
marocain. Un deuxieme chapitre est consacré akéties champignons filamenteux ; de leur
classification, des conditions de développement, diférentes catégories de mycotoxines,
des méthodes de biologie moléculaire et notammeemeédhnique de PCR, que nous avons
utilisée pour l'amplification de la région des Espars Internes Transcrits (‘Internal

Transcribed Spacer’, ITS) de 'ADN des moisissures.



- Section 2 : Matériel et Méthodes.
L’origine des souches et les conditions de culsemnt exposées dans cette section. Nous
détaillerons ensuite les méthodes d’extractioriAleNl, son amplification, le séquencage des

amplifiats et 'analyse des séquences.

- Section 3 : Résultats et discussion.
Afin de faciliter la consultation des résultatsuades avons résumés dans 37 tableaux. A la
fin de cette section, nous avons mené une disqugsior apporter des éléments de réponses

permettant d’expliquer les résultats obtenus.
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Chapitre | Secteur Oléicole

Occupant une superficie de 128.000 ha en 1960yéi@ie au Maroc voit sa surface
pratiguement quadrupler durant ces derniéres déxepour atteindre 500.000 ha. Ceci fait
de l'olivier la principale espece fruitiere plantée Maroc, soit plus de 50 % de la superficie
occupée par l'arboriculture. Grace a ses capacit&glaptation a tous les étages
bioclimatiques, cet arbre endémique est rencorans din vaste périmétre qui s’'étend de la

cOte méditerranéenne a la région du Sous.

A cbté de ses fonctions multiples de lutte cofimsion, de valorisation des terres
agricoles et de fixation des populations dans lseg marginales, I'oléiculture nationale
mobilise une activité agricole intense permettangénérer plus de 11 millions de journées de
travail par an, soit I'équivalent de 55.000 emplpisrmanents. De méme, une activité
industrielle d’une importance cruciale est génénéeval par I'approvisionnement de 16.000
moulins traditionnels « Maéasras », 260 unités muekede trituration et une cinquantaine de
confiseries d’'olives (PNTTA, 1998).

La Picholine marocaineconstitue la variété majoritairement cultivée aarbt, soit
96 % de la superficie oléicole nationale. D’autvasétés telles quBahbia, Meslala Picual
et Picholinedu Languedoc completent le profil variétal oléicPNTTA, 2003).




1- Situation oléicole mondiale

Le secteur de I'huile d'olive représente un crén@@anomique important pour la
majorité des pays de la Méditerranée. Le ConséilcOle International (2002) rapporte que la
production mondiale annuelle d’huile d'olive s’edevée pour la campagne 2001/2002 a
environ 2,69 millions de tonnes, soit une augmeriade 5,3 % par rapport au chiffre moyen
des campagnes depuis 1996. Les données conceanaimtidtion oléicole mondiale qui est
exposee ci-dessous sont inspirées en grande phrtste Internet de la Conférence des
Nations Unies pour le Commerce et le Développerf@NtUCED) :
(http://r0.unctad.org/infocomm/francais/olive/mardtia).

1.1- Production d’huile d’'olive

La production d'huile d'olive a toujours été coricsm dans les pays du pourtour
méditerranéen : Espagne, Portugal, Italie, Grégee STurquie, Tunisie et Maroc. A eux
seuls ces pays représentent plus de 90 % de lagirod mondiale (Figure 1).

Turquie Syrie Timisie Nmoc  Lybie
7% 2%

1% reste du monde

Gréce
1304

20%% 44040

Figure 1: Principaux pays producteurs d’huile d'olive en 2003.



1.2- Consommation d’huile d'olives

Les principaux pays consommateurs d’huile d’oligemt également les principaux
pays producteurs comme le montre la figure ci-dessb'ensemble des pays de I'Union
européenne représentent 71 % de la consommatiordiab®n Les pays du pourtour
méditerranéen représentent 77 % de la consommatiomdiale. Les autres pays
consommateurs de cette huflent les Etats-Unis d’Amérique, le Canada, I'Adtrat le

Japon.

Etats-Unis Antres
Turquie 8% 10%

France Créce

Autres UE. Espagne
4% 2304

Figure 2: Principaux pays consommateurs d’huile d’tve en 2002.

L'évolution de la production et de la consommaii@enl’huile d’olives depuis 1970
(Figure 3) montre une faible croissance jusqu'abutées années 90, puis une brusque
augmentation a la fois de la production et de lssommation pour les années 1996, 1997 et
1998. Malgré la chute de la production qui s'ensestie, la consommation semble ne pas

diminuer.

Le parallélisme des courbes de consommation mandeal européenne d’huile
d’olives, indique l'importance de la consommatiamopéenne. Cependant, I'écart entre ces
courbes s'est amplifié au cours des derniéres andéefait de l'ouverture de nouveaux

marchés pour I'huile d'olive.
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Figure 3: Production et consommation d'huile d'olive dans le monde et dans I'Union européenne.

2- Situation nationale

Malgré les atouts dont dispose le secteur ol€icat®nal, le diagnostic de la situation
actuelle met en exergue I'état modeste des nivelguproduction. En effet, la production
nationale d’huile d’olive qui est de I'ordre de @80 tonnes/an ne couvre qu’environ 10 %
des besoins nationaux en huile végétale alimentalioes que la consommation avoisine les
350.000 tonnes/an (Chimi, 2001). L’évolution depladuction nationale d'olive et de son
huile connait une grande fluctuation d’'une annéaudre (Figures 4 et 5). Ceci est en raison
des conditions et des aléas climatiques, du phénente ['alternance, de I'dge des
plantations et du mode de conduite des oliver@&3/( 2004).

700
600
500 -
400 -
300 +— —
200 +— —
100

Milliers de tonnes

97/8 98/9 99/00 2000/01 2001/02  2002/03

Années

Figure 4: Tendance de la production nationale d’olie (DPV, 2004).
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Figure 5: Tendance de la production nationale d’hde d’olive (DPV, 2004).

3- Maasra : unité traditionnelle de trituration d’live

Au Maroc les unités traditionnelles de trituratiaes olives sont appelées
communément ‘Maasra’ (Figure 6), elles ont géménaint une faible capacité de trituration
(250 a 300 kg d'olives/ jour). Les propriétaires deaasras travaillent soit pour leur compte
soit dans le cadre d'une location temporaire at€par les agriculteurs ou par acquisition de
service par ces derniers (RAHMANI, 1996).

Figure 6: Ma&sra traditionnelle.

Les circuits de production et de transformation aleses, particulierement auprés des
maasras, engendrent de nombreuses pertes, tafg plan quantitatif que qualitatif. Les
maasras ne valorisent pas au mieux le potentieladproduction d'olives. Ces unités

traditionnelles traitent en moyenne 150.000 a 2W.Qonnes d'olives/an; avec des
rendements en huiles qui ne dépassent pas 14 %edamesileur des cas (Chimi, 2001).




Les maasras sont équipées en pressoirs métalligquesn bois, elles utilisent des
meules, pour broyer la pate des olives, qui fonctemt avec de I'énergie animale, humaine ou
mécanique. L'huile produite est stockée dans des tha décantation en ciment, faience ou

argile.

Le processus d'extraction de I'huile consiste emrogage des olives par des meules,
une mise de la patte produite dans des scourtiissume extraction de I'huile par pression et

enfin une séparation par décantation des phasedds) (huile et margines).

Afin de mieux appréhender les traitements posthegodes olives destinées a la
trituration au sein des maasras, un groupe de lohers de I'Institut Agronomique et
Vétérinaire Hassan Il (IAV-Hassan Il) a mené umgug&te nationale dans le cadre du
Programme National de Transfert de Technologie gricAlture (PNTTA) aupres de 132
maasras artisanales, choisies au sein des priesipagjions de production d'olives. De cette

enquéte, il ressort que(Chimi, 2001):

Le degré de maturité des olives, la méthode delteg les conditions de manutention
de ces fruits en vue de I'extraction de I'huilentsdes criteres importants pour I'obtention

d’huiles de bonne qualité. Les méthodes de réebltee stockage sont décrites ci-dessous.

3.1- Récolte des olives

Les méthodes de récoltes des olives au Maroc gmdrglement traditionnelles. La
majorité des régions de production des olivessatilt le gaulage (90 %) mais 10 % des
agriculteurs pratiquent la cueillette des olivedesiramassent naturellement lorsqu'elles sont
tombées. Le gaulage provoque la Iésion des flegguelles Iésions facilitent la pénétration et
le développement des micro-organismes ce qui ruisidérablement a la qualité de I'huile

d'olive.
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3.2- Stockage des olives

Dans les unités artisanales mais également damadésras coopératives, les olives
récoltées ne sont pas directement traitées a cleuseir abondance et de la capacité restreinte
des unités traditionnelles. Un stockage inadéqeat alives porte atteinte a la qualité de
I'huile d'olive. Le stockage des olives en vrac &stviter a cause de l'entassement que
subissent les fruits. De fagcon optimale il doieétéalisé en couches minces de 22 a 25 cm
pour éviter la croissance microbienne indésirablatilisation de caisses a parois perforées
est le moyen de stockage, a court terme, le plosmmandé. A travers les résultats de
I'enquéte, 56 % des maasras triturent des oliviekées en vracs, 38 % utilisent des fruits
stockés dans des sacs et seulement 6 % fonctiomvewt des olives stockées dans des
caisses. Il a été aussi constaté que 43 % des asadsmdéepassent pas une durée de stockage

de 7 jours, par contre 57 % triturent des olitesk®es plus de 15 jours.

4- Contamination fongique naturelle des olives

Les conditions particuliéres de récolte, de stoekaigde trituration des olives aupres
des maasras, notamment le gaulage et le séjoungedldes olives avant leur traitement, font
des olives un milieu propice pour la croissancagigue. Ainsi, les huiles produites peuvent
présenter un risque de contamination par les myows et les grignons d’olive issus de
telles olives pourraient présenter un danger peutbétail du fait de la concentration

préférentielle des mycotoxines dans les tourtedubdfpque dans I'huile de pression.

Des études antérieures ont montré la présencesulives de spores de moisissures
réputées toxinogenes notamment Aepergillus Certaines espéeces appartenant a ce genre,
notammentA. flavus et A. ochraceusse sont montrées capables d’élaborer leurs toxines
correspondantes sur les olives. L’huile de pressene de telles olives peut renfermer de

faibles quantités de ces mycotoxines (Tantaouidklat al, 1983).

En 2004, Salitet al. ont étudié la mycoflore des olives et des gngnd’olives dans
les maasras marocaines. Un total de 50 échantilomgosés essentiellement d’olives et de

grignons d'olives ont été prélevés a partir des sremades difféerentes régions du Maroc
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(Errachidia Fés Méknés Rabat et Khémisat). AindisB8uches mésophiles appartenant a 9
genres de moisissures ont été isolées (Tablealiolis ces genres ont été déja rapportés
comme étant des contaminants naturels des alinfieotaschet al, 1980). Tantaoui-Elaraki

et al, (1990) rapportent que quelques moisissures wppETt aux genreaspergillus,
Penicillium, TrichodermaAcremonium et Alternaria ont déja été isolés des olives. Les
souches thermophiles qui ont été isolées sont embreode 12 et appartiennent aux genres
Rhizopuset Mucoren plus de deux souchd®. fumigatus

Un autre projet de recherche a été réalisé daradiee du PRAD entre I'lAV Hassan Il
et a I''RD de Marseille, portant sur 'isolement deampignons filamenteux thermophiles a
partir de grignons d’olives pour la production de/fases, de lipases et de tannases. Dans ce
travail, environ 450 souches de champignons filamenthermophiles ont été isolées. Ces
souches appartiennent essentiellement aux geRi@izopus Rhizomucor Mucor et

Aspergillus Trente pourcent des souches isolées correspona@daiespecé\. fumigatus

Tableau 1 : Identification du genre de moisissuresolées (a 25°C) des échantillons prélevés de madsr

Genre Nombres de souches isolées  Mycoflore totaleésophile (%)
Aspergillus 27 32.1
Penicillium 26 31.0
Geotrichum 10 11.9
Mucor 9 10.7
Rhizopus 6 7.1
Trichoderma 3 3.6
Alternaria 1 1.2
Acremonium 1 1.2
Ulocladium 1 1.2

Ces moisissures sont en général saprophytes gmmihe et I'animal, mais pouvent
renfermer des especes pathogenes. C’est le canmetat desAspergilluset desPenicillium
dont certaines especes sont impliquées dans laigiod de dangereuses mycotoxines. En
effet, Tantaoui-Elaraket al, (1983) ont démontré que les olives noires eggiemais ayant

subi des endommagements mécaniques superficiEasemencées respectivement avec des
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conidiospores . flavus et d’A. ochraceusétaient le siege d’'une certaine sécrétion

d’aflatoxine B1 ou d’ochratoxine A.

Salih (2004)a prélevé 14 échantillons d’huile d’olive des difigts maasras de la
région d’Errachidia pour la recherche des aflategiiBl, B2, G1 et G2 et la présence de
'ochratoxine A. Sur la totalité des échantillontiule d’olive qui ont été analysés, aucun

échantillon ne s’est révélé contaminé par 'und'autre des mycotoxines recherchées.
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Chapitre I Champignons filamenteux et identification molécidire

|- Champignons filamenteux

A c6té des champignons supérieurs dits macromyciétes ce que I'on appelle les
micromycétes ou champignons inférieurs. Ceux-cistirent un monde de champignons
filamenteux ou de levures microscopiques dont keenrdicroscope a révélé leur existence. Les
champignons filamenteux, appelés communément rsargs, ont été largement étudiés sur

plusieurs plans : morphologie, métabolisme, bi@aogbléculaire, biotechnologie, etc.

1- Définition des champignons

Les champignons sont définis comme étant des noiganismes eucaryotes
sporogenes non chlorophylliens. lls sont classéstreis groupes selon leurs intéréts
industriels : les champignons filamenteux, les tesiet les champignons supérieurs (Bretck
al., 1994).

Leur développement se fait par croissance apia@€lpngation des filaments a partir
de leurs extrémités, dans tous les sens et de fdeatique. Leur mode de reproduction se
fait par voie sexuée ou asexuée. La forme sexuéappslée téléomorphe, la forme asexuée,

anamorphe et I'organisme complet, holomorphe.
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2- Classification des champignons filamenteux

Bien qu’aucun schéma phylogénétique des champigmdeis recu un agrément

unanime de la part de la communauté scientifiqueldssification simplifiée suivante peut
étre proposée. Celle-ci permet de distinguer deardgs divisions qui se séparent chacune

en une série de sous-groupes (Tableau 2) (Boi@96)1

- les Chromista ou Pseudomycota, pour les Oomycétdss eHyphochytridiomycétes, a

c6té de certaines algues

- les Fungi ou Eumycota pour les autres, appelés pigamns « vrais ».

Tableau 2: Classification simplifiée des champignan

Division Classe Sous-classe
Chromista (ou Pseudomycota) Oomyceétes
Hyphochytridiomycetes
Fungi (ou Eumycetes)
Chytridiomycetes
Zygomycetes
Ascomyceétes Hemiascomycetidea

Euascomycetidea

Loculoascomycetidea

Basidiomycetes

Teliomycetidea

Eubasidiomycetidea

Deutéromyceétes

Hyphomycetidea
Coelomycetidea

Blastomycetidea
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3- Conditions de développement des champignonsrfdateux

Bien qu’elles soient relativement peu exigeants, cantain nombre de facteurs,
nutritifs et environnementaux, doivent étre réyposir que les champignons filamenteux se

développent. Les principaux facteurs de développésunt :

3.1- Eléments nutritifs

Les plus importants sont le carbone et I'azoteljsgiés sous forme de composeés
organiques et présents en quantité suffisante ldgndenrées alimentaires et ne constituent
donc pas un facteur limitant a leur développemwvitli@m Bridge Cook, 1979). Les ions
minéraux (potassium, phosphore, magnésium, etcquamtités faibles et parfois quelques

vitamines peuvent stimuler ou orienter le déveépent.

3.2- Activité de I'eau du substrat

La croissance des champignons requiert une actiltl’eau (g faible par rapport
aux bactéries. La limite inférieure deJ’@n dessous de laquelle les moisissures ne peuvent

pas se développer est de 0,65 (William Bridge C46K9).

3.3- Oxygene

La plupart des champignons se développent a l'extéde la substance contaminée.
lIs sont des aérobies. Néanmoins, certaines moisisssont moins exigeantes et se

développent en conditions de faible concentratiorydjene (William Bridge Cook, 1979).

3.4- pH

Les champignons sont peu sensibles au pH du milise.développent de préférence
en milieux acides entre 2 et 8 avec un optimumeel5 et 5,7. Certaines especes

(Aspergillus nigey peuvent se développer jusqu'a un pH de 1,7 ef&te faculté de se
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développer en milieu acide permet de les sépares fdcilement des bactéries pour

I'isolement.

3.5- Température de croissance

Chaque micro-organisme se caractérise par sa angssdans une gamme de

températures cardinales bien définie. Cet intezvedt caractérisé par (tableau 3) :

= Une température minimale au-dessous de laquelle il a’'ypas de croissance
microbienne.

= Une température optimale pour laquelle la croissanicrobienne est la plus élevée.

= Une température maximale au-dessus de laquelle'yil an pas de croissance

microbienne.

La majorité des moisissures est mésophile avec mimum entre 0 et 15°C, un
optimum entre 25 et 30°C et un maximum en desseu35dC. Par ailleurs, il existe une
autre catégorie de champignons, dits thermophgas,se développent a des températures
supérieures a 50°C. D’autres champignons sont tegpate supporter des températures

inférieures a 0°C et sont donc appelés psychraplide, et al, 1995a, b).

Tableau 3: Classification des champignons en fonctn de leurs températures cardinales de croissance.

Catégorie de Températures cardinales de croissance en °C
micro-organismes Minimale Optimale Maximale
Psychrophiles >0 15 20
Psychrotolérants 0 25-30 35
Mésophiles 5 25-30 35
Thermotolérants 5 30-40 50
Thermophiles 20 > 45 > 50
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4- Mycotoxines

Les mycotoxines font partie des contaminants nktude ['alimentation, par
opposition aux molécules apportées intentionneligno@ accidentellement par I'homme tel
que les additifs alimentaires et les résidus ddyite phytosanitaires.

Les mycotoxines sont des métabolites secondairesetéé par des moisissures
appartenant principalemeaux genresAspergillus Penicillium et Fusarium En raison de
leur structure chimique, les mycotoxines sont st®bElles le sont particulierement a la
chaleur, ce qui les rend d'autant plus dangerqua@sle consommateur puisqu'on peut alors
les retrouver dans les aliments aprés cuisson.

En sécurité alimentaire, il y a six familles de mtgxines qui, si elles sont présentes
dans lalimentation a des doses suffisantes, peéuvaine courir des risques aux

consommateurs. Ce sont:

Les aflatoxines sont essentiellement produites par quelques seudiepergillus
flavuset par d’autres souchd&spergilluscommeA. parasiticus etA. nomius Il y a quatre
sortes d’aflatoxines (B1, B2, G1 et G2). Dans lesdpits d'origine végétale, on rencontre

essentiellement les aflatoxines B1 et G1 (Pitt@98).

L’ochratoxine A (OTA), est une mycotoxine produite paspergillusochraceuset
Penicilliumverrucosum Cette mycotoxine a été identifiee en Tunisie iei983 et elle est
systématiquement détectée dans diverses denréentdires (Maaroufi 1998). L'OTA a été
détectée dans le sang des populations surtouesueal Tunisie (néphropathie). L’'ochratoxine
A est fortement cancérigene (I.A.R.C., 1993).

Les fumonisines: Riley et al. (1998) ont présenté différentes hypotheses coanéern
les mécanismes d’action des fumonisines, mycotexmmeduites paFusariummoniliforme
dont leurs principales manifestations toxiques drazmal, incluant : 'oedéme pulmonaire
porcin, la leucoencéphalomalacie équine, la néfiotig@ et I'hépatotoxicité chez de
nombreuses espéces animales, et I'action promatanse la survenue de cancers de foie chez
le rat. Une perturbation du métabolisme des splipiges est observée de facon précoce

vitro sur la plupart des systemes de culture.
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La zéaralénone (ZEN) est une mycotoxine produite par differentepeees de
Fusarium elle contamine les céréales et divers aliments paoimaux. La ZEN, mycotoxine
génotoxique, elle induit des lésions au niveau’ABN, elle est probablement mutagene
(Bachaetal., 1998).

La patuline est produite par plusieurs moisissures, mais jpa@ementPenicillium
expansumun contaminant trés fréquent des pommes abinédsakées. Le jus de pommes
et le cidre sont les principaux vecteurs, sa stabdl la température et a I'acidité étant tres
grande. La génotoxicité de la patuline n’est patemment avérée, non plus que sa

cancérogeénicité chez I'animal.

Les trichotécenes(deoxynivalenol, T2-toxine) constituent un grougee métabolites
secondaires issus de nombreuses espedegsaeiumse développant sur les épis de céreales
(principalement blé, orge, mais, avoine) dans mersaconditions atmosphériques (froid et
humidité). lls sont retrouvés dans une proportiapartante (50 %) de grains et de produits
dérivés. Le passage dans la chaine alimentairexd@jaceufs, lait) est trés limité. Les
trichotécenes ont été a 'origine d’empoisonnemgrases d’animaux et dHommes, connus
sous le nom d’aleucie, en Union Soviétique, Eur@patrale, USA, Finlande et Chine. lls ne

sont ni génotoxigues ni cancérogenes.
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lI- Identification des champignons filamenteux

1- Approche morphologique

La morphologie est I'outil principal de la systdigae des champignons. La majorité
des 75.000 especes de champignons filamenteuxtetequsqu'a présent sont des espéeces
morphologiques. En pratique, la délimitation depéess s’appuie sur la quéte des traits
caractéristiques de la morphologie et des cultdiieslats sur milieu approprié.

Parmi les critéres morphologiques, on peut citer :

= |’étude microscopique du mycélium : la vérificatide la présence ou I'absence de
cloisons, la détermination de sa couleur, I'ornetaigon et la largeur de ses parois,
son mode de ramification et la différenciation tteslospores.

= [’étude microscopique des organes différenciédeat contenu: forme, couleur,

dimension, texture des parois et ornementation.

Pour ce qui est des caracteres culturaux, ondgbg@rminer : la vitesse de croissance
apicale, la texture du thalle (velouté, laineux,)etia couleur du thalle ( la pigmentation du
mycélium, couleur des conidies), la couleur du rewk la culture et présence d’'un pigment

diffusible, 'odeur et présence d’exsudat (goutteketranspirées par le mycélium aérien).

En revanche, ces caractéres morphologiques soffbigatélicats a exploiter en
absence d’'une expérience approfondie. On assiste aldes problemes d’observation et de
stabilité des caractéres morphologiques. Par exgniidentification de certaines especes
appartenant au genwdlternaria basée exclusivement sur la morphologie est tregithf
Ceci est d0 a la sensibilité de ces champignons camxlitions de cultures (Andersat
Thrane, 1996).

Pour [lidentification des champignons filamentepeu différenciés tels que

Aspergillus Penicillium ou Alternaria I'approche phénotypique reste inefficace. En qua®
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meéthodes physiologiques et biochimiques s’avera@mnbrieuses et insatisfaisantes (Anderson
et Thrane, 1996; Frisvaetal., 1998; Guarro al.,1999).

2- Approche chimique

L’approche chimiqgue qui se base sur des méthodaemetographiques et
spectroscopiques permet de mener des analysesbarsgjuantitatives que qualitatives pour
élucider les structures des métabolites ou des osé@spde la membrane cellulaire. Il s’agit
principalement des polysaccharides, des lipidesposifiables, des acides gras, des
métabolites secondaires volatiles et non volatiles.

Les polysaccharides constituent 80 a 90 % de la breme cellulaire des
champignons. Leur étude est trés laborieuse earrais la nécessité de la connaissance des

monomeres et de leur séquence, de la positionalsgris et de la configuration anomérique.

Les lipides insaponifiables qui, sont étudiés deEnsadre de la chimiotaxonomie,
appartiennent a la famille des : ubiquinones, siéet caroténoides. Concernant, le profil
en acides gras, il peut étre le méme de point decemposition chez de nombreuses espéces
d’'un champignon filamenteux donné. Tout de méms,especes peuvent étre différenciées
grace a la concentration relative de chaque aci®e @insi, Lopes da Silvet al. (1998) sont

arrivés a différencier des especedaaicillium.

Bien que I'utilisation des métabolites secondaiefatils pour I'identification des
champignons filamenteux soit trés controverséetaitey auteurs les ont employés pour
décrire quelques especes appartenant aux géspesgillus Fusarium (Wilkins et Larsen,
1995 ; Sunessoet al., 1995 ; Frisvacet al, 1998) et au genreenicillium (Borjessoret al,
1990; Larsenet Frisvad, 1995a; Larsemet Frisvad, 1995b). Dans les industries agro-
alimentaires, l'intérét de ces composés a été mévalence par Magagt Evans, (2000). En
effet, grace a un nez électronique les auteurpordétecter rapidement la détérioration des
stocks de grains. Désormais les especes mycotaiesgpeuvent étre détectées grace a

I'émergence de cette technique.
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Les métabolites secondaires non volatils permeetterprocurer des données précises
et complémentaires aux données morphologiques &colaires. Smedsgaast Frisvad,
(1997) sont arrivés a obtenir des profils de mdiso secondaires non volatiles

caractéristiques de certaines especes du gamieillium

3- Approche moléculaire

La biologie moléculaire a connu un essor extra@idinces deux derniéres décennies.
Quand les champignons filamenteux sont peu difféésnet/ou sensibles aux conditions
environnementales, les méthodes morphologiquessigbygiques et biochimiques s’avérent
alors non seulement laborieuses et longues mas quslquefois inefficaces. En outre, de
nombreuses espéces de champignons ont été décpsetir d'un seul spécimen, ou dans les
meilleurs cas, d’'un groupe d’individus tres restteCeci engendre une vulnérabilité certaine
au niveau de la taxonomie morphologique en raisoradgrande variabilité phénotypique

dans le monde fongique.

Les experts de la biologie moléculaire, suivanfidalité de leur recherche, prennent
pour cible soit un gene (locus) ; soit un fragn@#ADN défini (espaceurs, introns, etc.), soit

plusieurs génes (multiloci) ou méme I’ADN total .

En taxonomie moléculaire des champignons, les gesqdus sollicités sont ceux qui
codent pour 'ARN ribosomique (Frisvaat al, 1998). Pour la comparaison des taxons de
rangs supérieurs (familles, ordres, classes) I'Alilldsomal 18S, trés conserve, s’avere plus
adapté. La discrimination des especes prochessseatot sur les séquences de la région
Espaceurs Internes Transcrits (‘Internal Transdri®pacer’, ITS) de 'ADN ribosomal (Chen
etal., 2001; Zhacetal., 2001). Ceci en raison de la facilité de I'étugeces unités, qui sont
des régions non codantes et variables selon I'esgués amplification par PCR. En effet,
elles sont présentes en 100 a 150 copies répéatees@em chez les champignons comme
chez la majorité des eucaryotdsa figure 7 illustre les différents génes et ségesen
constituant la région ITS.

La région ITS est formée de I'I'TS1, de 'ADNr %8de I'I'TS2. Elle encadrée par les
genes de 'ARNr 18S et de 'ARNr 28S.
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rOMA transcription unit Intergenic spacer .
13 kb } 27 kb b

ITS1 ITS2
ETS 185 583 ,
DNA R 1 R A

Figure 7: La région ITS de I'ADN humain
(Stracharet al., 1999)

lll- Techniques de biologie moléculaire

1- Réaction de polymérisation en chaine

Cette technique décrite pour la premiére fois e@518ar I'équipe de Mullis permet
d’amplifier des séquences d’ADN de maniére spéaifigt d’augmenter considérablement la
guantité d’ADN dont on dispose initialement. Ellécassite de connaitre la séquence des
régions qui délimitent 'ADN a amplifier. Ces séquaes serviront a synthétiser des amorces

oligonucléotidiques complémentaires (de longueuz@a 30 nucléotides).

Cette technique d’amplification de fragments spgads d’ADNin vitro, a vu le jour
lorsque I'on a découvert une enzymeT & polymérase, capable de résister aux températures
de la dénaturation. Sa température optimale draetsd de 72°C et elle est capable de résister

a des passages successifs a 95°C ce qui a rerslblpdautomatisation de la procédure.

Cette réaction s’effectue par extension itératrépdtition de la succession cyclique)
de deux amorces spécifigues a la région que l'osireléamplifier, grace a l'enzyme
thermostable. Ainsi, celle-ci part de ces deux rmem situées de part et d’autre de la région
cible pour y ajouter des nucléotides de facon cémphtaire et antiparallele & la séquence
considérée. Le produit de la réaction est un fragrdDN double brin dont les limites sont

déterminées par les amorces utilisées.
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Théoriqguement, 25 cycles d’amplification reprodaisenviron 33 millions de fois le

produit spécifique, selon la formule:
Ne= Np. 2°

Soit : - Ny .le nombre de fragment d’ADN initiaux,

- N.: le nombre de copies au cycle C.

La PCR consiste en une succession cyclique deplases :

» Dénaturation thermique

Les deux brins d’ADN sont séparés par élévatiorladeempérature supérieure a la
température de fusion qui est spécifique a chaggement d’ADN de séquence donnée. La
température de fusionylest définie comme étant la température ou 50 %rdgments sont

sous forme simple brin (Figure 8).

% ADN simple brin

10c 4

5C

» T°C
™m

Figure 8: Courbe de la variation de la dénaturationde I'ADN en fonction de la température. Définitionde

la température de fusion (Tm).
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» Hybridation des amorces

Une paire d’amorces sens et antisens vont s’hybsigleles brins d’ADN et délimiter
ainsi la séquence a amplifier. La température didgbon doit étre inférieure au Tm des

amorces pour favoriser et conserver leur assoniatio I'’ADN cible.

» Elongation:

L'association d'un brin et d'une amorce est letsatbde 'ADN polyméraseraq pol,
qui avec lapport des 4 nucléotides extérieurs dGTP, dATP, dTTP, dCTP
appelés DésoxyNucléosides-Tri-Phosphates (dNTPs9ymegt la synthése du brin
complémentaire. Cette extension se fait a partifedérémité 3' ou se situe I'amorce, a une
température intermédiaire entre celle nécessdamad@naturation et celle de I'hybridation des

amorces. A la fin de I'élongation, on obtient unMBuplex : brin ancien/brin néo-synthétisé.

La figure 9 illustre la succession cyclique desstphases de la PCR.
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3. Hybndatlon de la polymerase

Figure 9: Principe de la PCR.
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2- Variantes de PCR

La PCR a considérablement évolué et a permis leldgpement de certaines variantes.

2.1- PCR nichée ou nested PCR

Appelée également PCR emboitée, il s’agit de deGR.PLa premiére utilise des
amorces universelles complémentaires de séqueregsnient conservées et communes a
tous les champignons filamenteux. La seconde deddeme autre paire d’amorces plus
spécifiques a un genre pour amplifier 'implicomaifiat) obtenu lors de la PCR précédente.
Ainsi, l'usage de deux couples d’amorces accroisgécificité de la réaction et améliore
considérablement la sensibilité de la méthode.

2.2- Reverse Transcription PCR

La Reverse Transcription PCR (RT-PCR) est une naéthgqui permet d’étudier un
géne a partir de 'ARN messager (ARNm). Elle seodlr en deux phases. Une premiére
phase correspond a la copie de TARNm en ADN compldaire (ADNc). Une seconde

phase correspond a une réaction PCR classiquABINd synthétisé.

Dans la premiere phase, 'TARNm a étudier est repgmé utilisant une sonde
oligonucléotidique spécifique (amorce qui s’hybr@dextrémité 3’ du seul brin d’ARNmM
auquel on s’intéresse), puis la transcriptase se/eu rétrotranscriptase permet la synthése du
brin complémentaire sous une forme d’ADNc simpleinbrUne seconde amorce
oligonucléotidique spécifigue permet la synthésesdaond brin par extension. L’ADNc

synthétisé servira par la suite de matrice pourraaetion PCR classique.
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2.3- PCR gquantitative

La PCR quantitative permet de mesurer la quadétéenolécules d’ADN synthétisé au
cours de l'amplification. Elle utilise une référenou étalon sur lequel on se base pour

guantifier les échantillons.

La PCR quantitative est dite absolue lorsque kmbre de molécules de la référence
est connu. Dans ce cas, une quantité absolue emraode copies d’ADN pourra étre
attribuée a I'échantillon. Si le nombre de molésui&st pas connu, on lui assigne une valeur
arbitraire (1 ;100 % ;...) et I'échantillon prend maine valeur relative a la référence ; la PCR

guantitative est dite relative.

L’évolution de I'amplification peut étre représénpar une courbe dont l'allure est
celle d’'une sigmoide. Deux phases constituent éibéution ; la premiere correspond a une
amplification exponentielle et modélisable. La ditard’amplifiat obtenue a chaque moment
de cette phase est directement fonction du nomdeopies initiales du fragment d’ADN. La
seconde qui est une phase de plateau, correspondaentissement de I'amplification qui
peut étre d0 a I'épuisement des différents réadéfta PCR tels que les amorces. Cette phase

est difficilement modélisable et elle est rarenmreproductible.

Soit : - Ny :nombre de copies initiales,
- Nc : nombre de copies au cycle ¢
- E : efficacité de la PCR.
N:= Np.(1+E)
No= N; (1+E)

Ne=No.(1+EY

- Exemple particulier :
Si E = 100 %, a chaque cycle, le nombre de caeble est: N=Ng.

Actuellement, la PCR quantitative en temps régingadu terrain au détriment de la
PCR conventionnelle. Grace au LightCycler (Figudg dui est un thermocycleur rapide (& air
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pulsé), couplé a un microspectrofluorimétre, ontpwasurer la quantité d’ADN synthétisé
aprés chaque cycle d’élongation. Cette technigserada rapidité, la simplicité et la sécurité
de manipulation (non utilisation de bromure d’étilnd qui est un produit cancérigene).

Figure 10: LightCycler : Thermocycleur a PCR quanttative.

Pour détecter les produits d’amplification, le Li@kcler utilise 'une des deux

meéthodes basées sur la fluorescence :

= Détection de I'ADN avec un fluorophore, le SYBR Gre en

Le caractere fluorescent du SYBR Green ne se nstaifpie lorsqu'il est lié a I'ADN double
brin. Il est tres stable : au bout de 30 cyclemgldication, seulement 6% de son activité est
perdue. Le microspectrofluorimétre couplé au Ligildl€r permet de lire cette fluorescence
(Figure 11).

=  Sondes d'hybridation

La détection de I'ADN se fait & I'aide de deux sesdnarquées par deux fluorochromes, qui
eémettent une fluorescence a une longueur d’ondeségoapres hybridation avec ’ADN cible
(Figure 12).
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g

Polymeérase

Figure 12: Utilisation de fluorophore pour la détetion de ’ADN.
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3- Analyse de Restriction Enzymatique et Polymagohe de Taille des

Fragments de Restriction

L’Analyse de Restriction Enzymatique (‘Restrictiemzym Analysis’, REA) est une
technique qui est destinée a I'étude de '’ADN géigpm total. Ainsi, elle est souvent utilisée
pour la cartographie du génome. En revanche, lgniRophisme de Taille des Fragments de
Restriction (‘Restriction Fragment Length Polymagpiv, RFLP) est consacrée a I'étude des

régions connues d’ADN notamment celles de ’ADNosbmal et de ’ADN mitochondrial.

L’ADN extrait des cellules fongiques est amplifiévitro par PCR, puis il subit une
digestion enzymatique avec une ou plusieurs endémses. Les fragments de restriction

obtenus sont séparés par électrophorése sur gelrdse.

Les mutations ponctuelles, telles que les ingestimu les délétions de nucléotides qui
affectent aussi bien les sites de restriction des/raes employées que les régions qui les

séparent, engendrent des profils de restrictidéraifits d’'une souche a l'autre.

La RFLP est une technique qui s’appuie sur I'étddda variabilité de la taille des
fragments d’ADN amplifié apres digestion enzymatigGomparée a la technique de REA, la
RFLP présente l'atout d’étre pointue. Autrement difice a la PCR, la région du génome

abritant la mutation a mettre en évidence se trooieeix ciblée.
Pour mieux visualiser ces variations obtenues fpaRles fragments d’ADN séparés

par électrophorese, sont dénaturés chimiquemeraretférés sur une membrane par Southern

blot et hybridés avec des sondes radiomarquées (Fi§yre
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Figure 13: Technique de Southern blot.
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4- Amplification Aléatoire de I’ADN Polymorphigue

L’Amplification Aléatoire de I'’ADN Polymorphique ‘Randomly Amplified
Polymorphic DNA’, RAPD) est une des techniques dingerprints’:empreintes
moléculaires qui cible 'ensemble du génome. Edi &ppel a la PCR pour amplifier des
segments d’ADN génomique avec une amorce courtggrgiement 10 nucléotides, d’'une
séquence arbitraire et une température d’hybriddb@sse (Arisan-Ataet Kubicek, 1995 ;
Frisvadet al,, 1998).

La RAPD et la RFLP partagent un point commun, éa ge’elles mettent en évidence
la variation de taille des fragments d’ADN. En neslae, I'analyse RAPD exploite les sites

d’hybridation de I'unique amorce de la PCR au liles sites de restriction des endonucléases.

La révélation des amplimeres se fait par séparaiiectrophorétique sur gel d’agarose
et visualisation au biais de fluorescence du bremdiéthidium sous rayons ultraviolets
(Figure 14). Les bandes au niveau des profils dlidicgtion des différents isolats sont

soumises a une analyse afin de déceler d’évensuaigations.

L’atout principal de cette technique est quelle requiert pas des connaissances
préalables des génomes étudiés. En outre, satigmdisimplicité et sa haute sensibilité pour
la détection des variations qu'omet la RFLP, foetle une des méthodes privilégiées pour le
typage moléculaire des champignons filamenteux t(i®set al, 1993 ; Lehmanret al,
1992 ; Mageet al, 1992 ; Tayloet al, 1999).

Le manque de reproductibilité constitue la conteimajeure de cette méthode. Sa
sensibilité peut étre considérée comme un incoewnérdans le sens ou quelques variations
dans les conditions de la PCR telles que la teryméreet la concentration en MgCl
influencent l'affinité de I'amorce (Ellswortht al, 1993). Par ailleurs, si le probléeme de la
reproductibilité est résolu, on ne peut guere tianet dire que deux bandes de mobilité
électrophorétique identique sont forcement homadsgu car leur séquence peut étre

différente méme si elles aient le méme poids mddéeu
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{b) M 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

3054 bp —
2036 bp —
1636 bp —

1018 bp —

517 bp —
396 bp —

Figure 14: Profil d’'amplification par RAPD d’ADN de s souches d@enicillium utilisant deux amorces
différentes ; NS2 (a) et NS7 (b).

5- Polymorphisme de Taille des Fragments Amplifiés

Une combinaison des méthodes RFLP et PCR a domiséamce a la technique du
Polymorphisme de Taille des Fragments Amplifiés nfj#lified Fragments Length
Polymorphism’, AFLP) (Figure 15). Aprés digestiomzgmatique de I'ADN par deux
enzymes de restriction, des adaptateurs oligontidiéoes doubles brins spécifiques a ces
dernieres s’hybrident par ligation aux extrémités ¢ragments de restriction. Cette ligature
empéche que les sites de restriction initiaux gorenonstitués. Ce qui veut dire que la
digestion et la ligation se déroulent simultanémees fragments sont amplifiés par PCR en
faisant appel a des amorces oligonucléotidiques ptamentaires des séquences des
adaptateurs et qui sont prolongées de 1 a 3 niddéadrbitraires, appelés bases débordantes,

au niveau de 'extrémité 3.

La spécificité de 'AFLP est notablement élevée fdit que seuls les fragments
possédant les bases complémentaires des baseslatéberseront amplifieés. L'analyse du
polymorphisme se fait aprés séparation électropigoie sur gel de polyacrylamide.

L’'analyse AFLP est d'une utilité notable du fait'elle ne nécessite pas une
connaissance préalable du génome étudié. De méme’awére trés pratique pour étudier les
champignons qui sont difficiles a cultiver car alla besoin que d’'une petite quantité d’ADN
(Rosendahét Taylor, 1997).
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Figure 15: Schéma des différentes étapes de la métle d’AFLP.

6- Polymorphisme de Conformation de 'ADN SimpleiB

La méthode du Polymorphisme de Conformation ddONA Simple Brin (‘Single

Straind Conformationnal Polymorphism’, SSCP) perdeetiétecter des variations fines entre

souches montrant des profils RAPD ou RFLP idensgia effet, les bandes d’égale mobilité

électrophorétique (monomorphes) sont découpéeée®ldu gel, dénaturées par la chaleur

puis refroidies brusquement de maniére a obtenifAd@N simple brin. Elles sont ensuite

déposées sur gel de polyachrylamide en conditionsdénaturantes.
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Pour parvenir a discriminer les simples brins xeeiudoivent se différencier entre eux
par un changement de conformation di a la subsetitmucléotidique. Ceci se manifeste par
des variations de mobilité des bandes variablesoui alors excisées du gel et séquencées.
Le résultat du séquencage permet de confectiodasramorces pour amplifier ces fragments

pour tous les isolats de I'étude.

La SSCP a une reproductibilité satisfaisante let edt facile a analyser, d’'une part.
D’autre part, lI'avantage que I'amplification RAPDui | offre, la rend une technique

intéressante pour le typage de routine pour undgnambre d’isolats.

7- Séquencage

Les évolutionnistes optent généralement pour leieggpge du génome dans leur
étude phylogénétique des espéces. Cette méthdde utie ADN polymérase qui synthétise
le brin complémentaire de I'ADN a séquencer pautagiies dNTPs se trouvant en grande
guantité dans le milieu réactionnel. Celui-ci centi également une faible proportion d'un
didésoxyribonucléotide (ddNTP) (& Adénine, Guaniftleymine, ou a Cytosine) qui different
des dNTP par I'absence d'un groupement OH en @os3i Lorsqu'une ADN polymérase
utilise, a un moment totalement aléatoire, un ddMiifieu d'un dNTP, elle n'est plus capable

de rajouter le moindre nucléotide a sa suite ytdhgese du brin d'’ADN s'arréte.

En pratique, on utilise un milieu contenant du d&ATun deuxieme contenant du
ddGTP, un troisieme contenant du ddCTP, et un igmag¢r milieu contenant du ddTTP.

La figure 16 explique le principe du séquencagedamcas d’'un milieu contenant du ddGTP.
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ADN & séquencer (bnn transcrit) 4
- *
ATGGTACGTCAACTA

TACCAT @ C A I':{_';.J T T G |*=nucl-§:crtides§[:y1-:-sine
TACCAT®GCA G ¥
TACCAT Gu )

—— - T arrét de la synthase

% par utilisation d'un ddGTP

synthése du brin

d'ADN @ utilisation d'un dGTP :
complémentaire la synthese continue
dATE Conclusion :
dCTP de maniére aléatoire, obtention d'un ensemble
dGTP g4GTP de fragments {de differentes tailles), arretés au

fun peu) dTTP niveau des Cytosines (complémentaires de G)
du brin transcrit de I'ADN (donc des Guanines
du brin codant).

Figure 16: Principe du séquencage de I'ADN

La lecture de la séquence (Figure 17) se fait apigsation pendant deux a quatre
heures sur gel d’acrylamide. La révélation des banest assurée soit par fluorescence de
'amorce utilisée, soit par un nucléotide marqusigactivement.Suivant la taille des gels, la
séquence lue est limitée de 200 a 750 nucléotigedérom. Les bandes doivent étre
suffisamment espacées pour que leur ordre soitrditable.

L’ancienne méthode du séquencage dite ‘a la maait énéreuse et techniquement
difficile. Aujourd’hui le séquencage est automaéqu’automate est capable de réaliser et le
séquencage et la lecture des séquences. En eBdragments marqués auparavant par des
marqueurs fluorescents sont détectés a la sorti dmlonne chromatographique par le
séquenceur ainsi que leur taille précise. Le résakt donné sous forme de chromatogramme

dont les pics représentent les bases nucléotidigigsre 18).
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Figure 17: Lecture manuelle de la séquence d’ADN
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Figure 18: Chromatogramme du séquencage d'ADN repsentant
les bases nucléotidiques et les picsmempondants.
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8- Microsatellites

L’analyse de polymorphisme de taille des séquenaiesosatellites (Figure 19) est
réputée étre parmi les techniques les plus diseantes. Les microsatellites sont des
séquences d’ADN répétées en tandem dont l'unitépétition est comprise entre 1 et 6 pb.
Les séquences microsatellites appartiennent déggsns d’ADN non-codant, ce qui rend les
fonctions des génes moins influencées par d'évdesu®ariations de longueurs de ces

segments.

Les séquences microsatellites sont d’abord arépbfpar PCR, puis dénaturées par la
chaleur et refroidies brusquement afin d’obtenis &tagments d’ADN simple brin. Ceux-ci
sont ensuite séparés sur gel de polyacrylamidepdlgmorphisme de taille des diverses
souches étudiées est ainsi mis en évidence parazaispn des profils électrophorétiques.
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it

Figure 19: Exploitation des microsatellites pour ladifférentiation
des tissus sain (N) et des tissus cancéreux (T).
(Stracharet Read, 1999)

V- Etude morphologique et moléculaire de quelguegenres de
moisissures

1- Aspergillus

1.1- Approche phénotypique

a) Classification taxonomique

Regne Division Sous Division Groupe Genre

Fungi | Amastigomycetes Deutéromycétes Hyphomycétspergiius

b) Critéres morphologiques du genre

Thalle a mycélium cloisonné portant de nombreuxidiophores dressée (Figure 20),
non ramifiés, terminés en vésicules (téte conidiennisérie) ou portée sur des métules ou
stérigmates (téte conidienne biséries). ConidieReseen chaine divergente ou associées en
colonnes compactes, unicellulaires, globuleuseb;gibuleuses ou elliptiques, lisses ou
ornementeées, hyalines ou pigmentées en jaune, boumou vert. Cellules a paroi épaissie et

sclérotes parfois présents (Botttral, 1985).
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_— Conidies
Chaines basipétales

Vésicules

Métule

Conidiophore

Téte unisériée Téte bisériée

Figure 20: Caracteres morphologiques des structures asexuésssAspergillus.

c) Clé d’identification du genre

Le genre comprend prés de 180 especes (d'aprdadsification de Raper , 1965)
répartie en 18 groupes essentiellement définis rdsaples caractéeres de l'appareil
reproducteur. LedAspergillus sont identifiés en utilisant des clés d’'identifioa (Raper,
1965).

d) Pathogénicité

Les especes Aspergillussont des contaminants trés communs, polyphage®ipa
pathogénes pour 'homme, les animaux et les véggtau susceptibles de produire des
meétabolites hautement toxinogenes pour 'lhommeegtanimaux comme les mycotoxines

(aflatoxines, ochratoxines, etc.).
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1.2- Approche moléculaire

Pour l'identification des souchesA®pergillus fumigatykkambouriset al, (1999) ont
fait appel & la RFLPApres une amplification par PCR du gene de pepsare utilisant
lamorce sens (pepl: -FAGACACCGGCACCACCCTC-3 et antisens (pep22:'-5
CTATGCCTGAGGGGCGAA-3 , 0.5-1ug d'amplifiat est mis a la digestion par 20 U de
'endonucléase de restrictiaispl. Aprés 16 heures de digestion, le résultat estléépar
électrophorése sur gel d’agarose de 2-3 % (Figlre 2

242 -

160 -
147 -

Figure 21: Gel électrophorétique montrant le pofil de restriction de certaines souches &. fumigatus

La description des gels est la suivante : En he#rqueur de poids moléculaire
PBR322 xMspl sur gel d'agarose a 2 %. En bas: A: gel d'agaad3 %: Bandes du géne de
pepsine de quelques especeaspergillus amplifié par la paire d'amorce pepl/pep22. B:
profii de digestion parMsp des amplifiats du gene pepsine de quelques espéce
d’Aspergillus Piste 1 A. flavus ; 2:A. niger, 3: A. fumigatus4: A. parasiticus5: A. niger, 6:
marqueur de poids moléculaire PBR3221Xpl; 7: A. flavus 8: A. niger, 9: A. fumigatus10:

A. parasiticus 11: A. niger, 12: A. fumigatus(les bandes sont trés fines); 13 : marqueur de
poids moléculaire PBR322 Mspl.
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2- Penicillium

2.1- Approche phénotypique

a) Classification taxonomique

Regne

Division

Sous Division

Groupe

Genre

Fungi

Amastigomycétes Deutéromyce

tes

Hyphomy

cetenicilhum

b) Criteres morphologiques du genre

Thalle vert ou plus rarement blanc, dont la texesesouvent utilisée comme critere
de détermination. Conidiophores isolés (Figure g&)upés en faisceaux laches ou agréeges,
hyalins lisses ou granuleux, simples ou ramifiegminés par un pénicille. Pénicilles
constitués, suivant le cas, soit un simple veltidimonoverticillés), soit d'un verticille de
ramification (métules) portant les phyalides (bildiés), soit de plusieurs verticilles
successifs comportant des ramifications, des n®twe des phialides (triverticillés,

qguadriverticillés, etc.). Les caracteres des plescservent a la différentiation des groupes et

des especes (Bottat al, 1985).

Comnidias

Fhialicle

Monovertici11S -

Chatires basipatales
—

w— Coridinphors —-

'|

Bivertigil 18 symétrigus

Triverticille

Figure 22:Caractéres morphologiques des structureasexuées deBenicillium.



c) Clé d'identification du genre

Le genrePenicillium regroupe prés d'une centaine d’espéces. Leurrditation fait
intervenir essentiellement les caracteres du thigtepénicilles et des spores. Pitt utilise aussi
comme critéres la vitesse de croissance du myceébundifférentes températures et sur
différents milieux de culture (Pitt, 1985).

d) Pathogénicité

Les Penicillium sont pour la plupart trés communs, polyphagesgpansables de
nombreuses dégradations. Plusieurs mycotoxinestdafhes, patuline, I'acide penicillique,
etc.) sont produites par une variété d’espécdemécillium durant les opérations de transport
et de stockage des denrées alimentaires (Bettah, 1985).

2.2- Approche moléculaire

La PCR combinée a la RFLP a été utilisée par Cotoreb al, (2002), pour
I'identification des souches d&enicilliumisolées a partir d'aliments (Tableau 4).

Tableau 4: Souches utilisées dans I'étude dBgnicillium isolées a partir des aliments.

Collection strams
F.awrantiogrisewmn, 225-290 (AUl or AU1X)
F_aweranticgirisewmn, 792795 (AU2 or AUZX)
E. chrysogenum n, 478-484 (CR2 or CRX)
P. commune mn, 269-207 (PC2 or PCXD)
F. soliturn n. 141-186 (P52 or PSX)

Strains isolated from foods
F. auwranticgrisewm (AUA)
F. awrantiegrisenm (AUB)
F ch IySOgenum {CHA)
F. commune (COB)
E. sofitum (SOA)

La séquence cible est d’une taille entre 350 et@lle correspond au gene 5.8 S et
les deux régions non codantes ITS 1 et 2 de TARNB5-ITS4 et ITS3-1TS4 sont les paires

d’amorces utilisées et qui ont été citées par Watitd, (1990), ( Tableau 5).
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Tableau 5: séquences d’amorces

IS5 GCATCGATGAAGAACGUCAGC
IT84 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Dix unités de chaque enzymeAva, Bgll et Hadll ont été ajoutées a 1@l
d’amplifiat. La digestion de RFLP se déroule a 3'&hdant 3 heures (Kumeda et Asao,
1996). Le profil de restriction est révélé par &lgghorése sur gel (Figure 23).

La RFLP effectuée au niveau de la zone ITS4-ITS5I'pazyme Haelll a permis
I'identification deP. aurantiogriseumEn effet, une bande caractéristique est toujaligaée

avec la bande de 300 pb du marqueur de poids maiécuAlors que pour d’autres espéces,
cette bande est déplacée en deca de la ligne 300 pb
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Figure 23: Gel électrophorétique montrant le profilde restriction des souches
Benicillium isolées des aliments.
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Les pistes du gel sont définies comme suit : Sadsta (500 bp); N— Essai a blanc
(réaction PCR sans ADN). M— marqueur de poids oubdére. /—piste vide. Les autres
étiquettes correspondent aux échantillons de nsoisds listées au niveau du tableau IV. A—
C: gel électrophorétique des fragments RFLP d’ADNhpkfié par les amorces ITS3-ITS4.
Chaque échantillon d’ADN d’'une souche fongique d&jtosé dans quatre puits : le premier
contient un amplifiat de PCR non digéré. Les tagres puits contiennent des amplifiats
digérés respectivement par les enzymes de restricdval, Bgll et Hadll. D: gel
électrophorétique des fragments RFLP d’ADN amplfé¥ les amorces ITS4-ITS5. Chaque
échantillon d’ADN d’une souche fongique est dépadags trois puits : le premier contient un
amplifiat de PCR digéré pava. Les deux autres puits contiennent des amplifiigerées
respectivement par les enzymes de restridéiglh et Hadlll. La ligne dessiné sur I'image du

gel D, montre le seuil du 300 pb qui discrimeaurantiogriseuntes autres especes.

3- Trichoderma

3.1- Approche phénotypique

a) Classification Taxonomique

Régne Division Sous Division Groupe Genre

Fungi | Amastigomycétes Deutéromycetes  Hypocrealescholterma

b) Criteres morphologiques du genre

Thalle a croissance rapide, d’abord lisse puis plugoins floconneux, souvent zoné,
blanc ou vert. Conidiophores en touffes plus ou mmoicompactes, trés ramifiés,
irréguliéerement verticillés avec des ramificatioasangle droit (Figure 24). Genre tres
commun dans le sol ou sur les matieres végétalesiéeomposition, comprenant une
vingtaine d'especes d'un grand intérét économique raison d'une forte activité

cellulolytique.
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Figure 24: Structures morphologiques de I'espéc€&richoderma viride.

c) Pathogénicité

Tres peu de cas d’infection pdirichoderma sont signalés. Ces infection sont

généralement opportunistes et se développent esgratients immunodéprimeés.

3.2- Approche moléculaire

Afin d’identifier 17 souches de lutte biologiqueyrd 16 ont été identifiées auparavant
sur la base de criteres morphologiques en tanffgubeoderma harzianumet une en tant que
Trichoderma viride Hermosaet al, (2000) ont utilisé différentes techniques moléicas
entre autres I'hybridation d’'une sonde par le Seuthblotting. D’abord, 819 de I'ADN
génomique sont digérés par une enzyme de restridicoRl ou EcoRV a 37°C. Les
fragments de restriction sont ensuite séparésleatrophorese sur gel d’agarose a 0.8 %.
Les bandes d’ADN sont transférées par capillaritegel a la membrane en nylon puis
immobilisées par cuisson a 80 °C pendant 90 minylridation s’effectue durant la nuit par
l'addition de 20 ng/ml d’'une sonde d’ADN mitochoiadr(ADNmt) dénaturé suivant la
procédure décrite par Sambrostkal., (1998) (Figure 25).
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Figure 25. Southern blots de 'ADN des isolats ddrichodermadigéré par EcoRl et hybridé avec la sonde
de ADNmt de T. harzianum 2924 digéré par BamHI. A gauche, le marqueur de poids
moléculaire. Le N°25 correspond a la souchg. viride, les autres N° sont ceux d&. harzianum
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Conclusion

L’identification des champignons filamenteux fagpel, généralement, aux caractéeres
culturaux et aux caractéristiques morphologiquesir Bne expression correcte des caracteres
a étudier, les moisissures doivent étre cultivémssddes milieux standards favorisant une

bonne croissance.

Quand les caracteres morphologiques s’averentidgaeés, la chimiotaxonomie qui
regroupe les méthodes chimiques et les méthodeécoiaires peut venir en aide. Les
moisissures peu différenciées et/ou sensibles aogittons environnementales, sont mieux
identifiees en adoptant I'approche moléculaireesti indéniable que la technique de PCR est
'un des outils incontournables qui ont fait le s&& de lidentification moléculaire des

champignons filamenteux.

Il existe un certain nombre de criteres auqueltenbnique de typage moléculaire doit
répondre. En effet, elle doit étre rapide, éconamjgeproductible, applicable a tous les
individus d’'une espece donnée et elle doit avant ttiscriminer entre des isolats n’ayant

aucun lien entre eux.
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MATERIELS ET METHODES
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Le travail expérimental de biologie moléculaire # @éalisé au laboratoire de
mycologie fondamentale et appliquée aux biotectgieto industrielles de la Faculté de
Pharmacie, Université Claude Bernard, Lyon |, duran premier séjour (période 1):

septembre - décembre 2004 et un second séjouode&€z) : mai — juin 2005.

1- Nature et origine des souches

Les différentes souches étudiées ainsi que leuttifamtion basée sur I'approche
morphologique sont indiquées dans les tableauxe6 87 Les souches figurant dans le tableau
VI, ont été isolées au niveau des maasras maracaipartir d'olives, de grignons d’olives et
des margines, par Sakt al, (2004) lors de la compagne oléicole 2003-2004.4aiches du
tableau VII ont été isolées par Zaoeiaal, (2005) pendant la compagne oléicole 2004-2005.
Le tableau VIII contient les souches de la coltattiAV Hassan 1l - IRD de Marseille.

Les souches des champignons filamenteux sont c@ssarune température de 4 °C,

dans des piluliers & gélose inclinée a base dat@olextrose agar’ (PDA).

Tableau 6: Liste des souches isolées par Sadihal.,(2004).

N° LOMY !| N° GS? | Echantillon Genre Espéce
807 52 5 Acremonium sp.
835 89 33 Alternaria sp.
790 30 3 Aspergillus flavus
795 36 11 Aspergillus flavus
797 38 19 Aspergillus flavus
801 43 6 Aspergillus flavus
828 77 21 Aspergillus fumigatus
838 93 43 Aspergillus fumigatus
854 120 47 Aspergillus fumigatus
783 4 13 Aspergillus niger
787 25 17 Aspergillus niger
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Tableau VI (suite)

N° LOMY *| N°GS? | Echantillon Genre Espece
791 31 28 Aspergillus Niger
793 34 1 Aspergillus niger
798 39 5 Aspergillus niger
799 41 6 Aspergillus niger
800 42 7 Aspergillus niger
802 44 2 Aspergillus niger
805 48 34 Aspergillus niger
825 74 36 Aspergillus niger
826 75 33 Aspergillus niger
827 76 42 Aspergillus niger
842 100 26 Aspergillus niger
803 45 2 Geotrichum sp.
834 88 36 Geotrichum sp.
840 98 28 Geotrichum sp.
843 102 35 Geotrichum sp.
850 113 39 Geotrichum sp.
853 119 44 Geotrichum sp.
855 122 45 Geotrichum sp.
788 28 5 Mucor sp.
794 35 2 Mucor sp.
837 91 26 Mucor sp.
781 1 Penicillium sp.
782 3 13 Penicillium sp.
804 46 Penicillium sp.
806 50 4 Penicillium sp.
814 61 33 Penicillium sp.
815 62 40 Penicillium sp.
816 63 42 Penicillium sp.
817 64 21 Penicillium sp.
839 95 23 Penicillium sp.
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Tableau VI (suite)

N° LOMY '| N°GS? | Echantillon Genre Espéce
846 104 27 Penicillium sp.
847 108 46 Penicillium sp.
848 109 49 Penicillium sp.
849 111 47 Penicillium sp.
851 116 51 Penicillium sp.
852 117 44 Penicillium sp.
784 9 5 Rhizopus sp.
789 29 10 Rhizopus sp.
808 53 17 Rhizopus sp.
786 24 13 Trichoderma sp.
792 32 6 Trichoderma sp.
796 37 13 Trichoderma sp.
785 10 15 Ulocladium sp.

- Numéro attribué par le Laboratoire de Mycologieles Fermentations en Milieu Solide

de 'IRD de Marseille .
2: Numéro attribué par Salét al,, (2004).

Tableau 7 : Liste des souches isolées par Zaouét al, (2004).

N° ZN Identification morphologique
M39 Aspergillusawamori

M 20 Aspergillus awamori
M 22 Aspergillus awamori
M 28 Aspergillus awamori
M 32 Aspergillus awamori
M 47 Aspergillus awamori
M 57 Aspergillus awamori
M 90 Aspergillus awamori
M 101 Aspergillus awamori
M 10 Aspergillus carbonarius
M 12 Aspergillus carbonarius
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Tableau VII (suite)

N° ZN Identification morphologique
M 84 Aspergillus carbonarius
M 85 Aspergillus carbonarius
M 13 Aspergillus niger
M 16 Aspergillus niger
M 17 Aspergillus niger
M 23 Aspergillus niger
M 29 Aspergillus niger
M 91l Aspergillus niger
M1 Aspergillus flavus
M 102 Aspergillus flavus
M 109 Aspergillus flavus
T%15 Aspergillus fumigatus
T16 Aspergillus fumigatus
T17 Aspergillus fumigatus
T18 Aspergillus fumigatus
T 20 Aspergillus fumigatus
T24 Aspergillus fumigatus
T 32 Aspergillus fumigatus
T 39 Aspergillus fumigatus
T 40 Aspergillus fumigatus
T41 Aspergillus fumigatus
T42 Aspergillus fumigatus
T 45 Aspergillus fumigatus
T 46 Aspergillus fumigatus
T 47 Aspergillus fumigatus
T 48 Aspergillus fumigatus
T51 Aspergillus fumigatus
T61 Aspergillus fumigatus
T 68 Aspergillus fumigatus
T74 Aspergillus fumigatus




Tableau VII (suite)

N° ZN Identification morphologique
T79 Aspergillus fumigatus
T 80 Aspergillus fumigatus
M 6 Penicillium viridicatum
M 36 Penicillium viridicatum
M 75 Penicillium viridicatum
M3 Penicilliumverrucosum
M 37 Penicillium verrucosum
M 60 Penicillium verrucosum
M 64 Penicillium verrucosum
M 92 Penicillium verrucosum
M 86 Penicilliumsp.

M 89 Penicilliumsp.

%: Le symbole ‘M’ signifie que la souche est mésophile

*: Le symbole ‘T’ signifie que la souche est thermitgph

Tableau 8: Liste des souches de la collection IAVddsan Il — IRD de Marseille.
N° LOMY Genre Espece

13 Aspergillus awamori
36 Aspergillus awamorri
175 Aspergillus carbonarius
11 Aspergillus flavus
323 Aspergillus flavus

21 Aspergillus foetidus

1 Aspergillus fumigatus
12 Aspergillus niger
367 Aspergillus ochraceus
10 Aspergillus oryzae

2 Aspergillus parasiticus
222 Aspergillus phoenicus
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Tableau VIII (suite)

N° LOMY Genre Espece
29 Penicillium | aurentium-violaceum
38 Penicillium candidum
39 Penicillium caseicolum
30 Penicillium expansum
40 Penicillium roquefortii
328 Rhizopus microsporus
KLM 26 Rhizopus miehei
KLM 113 | Non identifié Non identifié
KLM 122 | Non identifié Non identifié
KLM 166 Rhizopus sp.
H1 Myceliophtora thermophila
H2 Rhizopus sp.
H17 Aspergillus fumigatus
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2- Culture des souches

2.1- Entretien des souches

Nous avons utilisé le milieu PDA (infusion de pomdeterre : 200 g, saccharose :
20 g, agar : 15 g, eau distillée : 1000 ml) po@ns&mencer les souches dans des piluliers
contenant de la gélose inclinée dont la préparatsbita suivante :

Trente neuf grammes du milieu PDA ‘prét a utilisént dissous dans un litre d’eau
distillée. Le milieu est ensuite agité et portébaliion pour une bonne homogénéisation,

puis stérilisé & 121 °C pendant 20 minutes.

2.2- Production de la biomasse pour I'extraction de I’ADN

Les champignons ont été de nouveau réensemencé®ises de Petri contenant le
milieu ‘malt extract agar’ (MEA) pour préparer lssuches a I'extraction de 'ADN. La
préparation du MEA est la suivante :

Vingt grammes de malt sont pesés puis dissouswalige d'eau distillée. Le pH est
ajusté a 6,4 a l'aide de quelques goltes de sd@rdriite, 15 g d’agar sont pesés et bouillis
jusqu’'a homogeéneéisation. Le milieu est répartilandns puis stérilisé a I'autoclave a 120 °C
pendant 20 minutes. En raison de la baisse du péb autoclavage, on anticipe et ajuste le
pH a 6,6 au lieu de 6,4.

Les cultures de moisissures mésophiles sont insultees une étuve a 28 °C pendant

2 a 3 jours, puis on les sort de I'étuve pour Fastion de I’ADN.

3- Extraction de 'ADN

Pour extraire ’'ADN fongique a partir de coloniesipes, nous avons utilisé trois

méthodes.
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MATERIEL ET METHODES

3.1- Micro-extraction au Chelex 100 ®

Le protocole utilisé est une adaptation aux champig filamenteux du protocole
décrit pour les levures par Berralal, (1997). Deux cent microlitres d’eau Qualité Bk
Moléculaire (QBM), bidistillée et stérilisée podimdiner les DNases et Rnases, sont mis dans
un tube Eppendorf stérile de 1,5 ml. Le mycéliummagsissure (culture jeune 2 a 7 jours) est
prélevé en grattant superficiellement a l'aide dexda trois ceses de maniere a éviter le risque
de prendre de la gélose, car celle-ci inhibe la PERsuite, 60 pl de la suspension
d’extraction, le Chelex 160 sont ajoutés sous agitation. Le Chelex ®L@8t une résine
chélatrice contenant des billes minuscules, a pewibles a I'ceil nu, de silice capables de
fixer TADN. Il présente I'avantage d’éliminer dembreux inhibiteurs de [&aq polymérase.

La suspension de mycélium est agitée a l'aide digitateur rotatif « vortex » pendant 2

minutes puis portée a ébullition a 100 °C pend@nmnéutes sur un bloc chauffant ou dans un
bain-marie a sec (Figure 26). Une centrifugatiagufe 27) pendant 8 minutes a 13.000 tours
par minute permet de récupérer 'ADN en solutiom gpra conservé a - 20 °C jusqu’a son

utilisation.

Figure 26: Bain-marie a sec.
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Figure 27: Centrifugeuse, couvercle fermé (a gaucheet couvercle ouvert ( a droite) avec les tubes
d’Eppendorf de 1,5 ml et tubes de PCR ‘Ready-To-GidVl PCR Beads'.

3.2- Extraction a I'achromopeptidase

Les microtubes Eppendorf sont remplis de deux &gses de billes de verre et de
300 pl deau QBM puis stérilisés a 120 °C pendabhtn@nutes. Deux a trois ceses du
mycélium sont ajoutées dans le microtube qui esé ay vortex jusqu’a homogénéisation
de la suspension. On la chauffe ensuite au bairen@ar70 °C pendant 30 minutes. On
remélange au vortex pendant 2 minutes et on prédéval de la suspension avec des cbnes
dont le bout est coupé pour faciliter le prélevem@m ajoute 3 pl d’achromopeptidase et on
réchauffe au bain-maire a 55 °C pendant 20 minutgsDN en solution est séparé du

surnageant apres une centrifugation a 13.000 parrminute pendant 8 minutes.

3.3- Extraction a I'eau

Dans les microtubes Eppendorf, contenant les hikkegerre et 300 pl d’eau QBM, on
ajoute trois a quatre ceses de mycélium. On aggeitenpendant 3 minutes au vortex et on
chauffe au bain-marie a sec pendant une heure aQ.00n centrifuge la suspension pendant
8 minutes a 13.000 tours par minutes. Deux centatities du surnageant sont prélevés dans
un nouveau microtube stérile puis recentrifugésrépete le prélevement du surnageant et sa
centrifugation jusqu’'a ce qu’il n'y ait plus de peules en suspension. Ainsi, on récupéere
I’ADN fongique en solution.
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4- Amplification de la région ITS par PCR

La paire d’'amorces universelles ITS1 (5 TCCGTAGARALZCTGCGG 3’) (sens) et
ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3) (antisens) déms par White eal., (1990), a
ete utilisée pour 'amplification de la région ITSette paire d’amorces permet d’amplifier
une partie de la séquence des genes 18S et 288Btqmilir 'ARNTr et la totalité de la région
composée de I’ADNr 5,8S encadré par les deux I€82L(Figure 28).

Sous la hotte, la solution mere d’amorce a 100 |sMdduée extemporanément au
1/1¢ en QBM. Pour ce faire, on préléve 18 pl d’eau Q&N pl de 'amorce ITS1, donc on
a une concentration de 0,01 pmol/ml soit 125 prnag/lul. La méme chose sera pour
'amorce ITS4. On prépare ensuite le ‘Mix’ en m@aant 385 pl d’eau, 12,5 ul de la solution
diluée au 1/190 de 'amorce ITS1 et la méme quantité pour 'aradicS4. Ce Mix peut servir

pour 27 réactions d’amplification.

5 TCC GTAGGT GAACCTGCG G ¥

18S rDNA 5,85 28S rDNA

ITS rDNA ITS
<+ [TS2 : TS4

5" TCC TCC GCT TAT TGATATGC 3

Figure 28: Emplacement des amorces ITS1 et ITS4.

Les réactions de PCR sont réalisées dans des debesmmerce prét a 'emploi, de
type Ready-To-GB" PCR Beads. Dans chaque tube contenant une billgédetifs
lyophilisés, on additionne 15 pl du Mix et 10 plldesolution d’ADN diluée au 1/£G'il est
extrait au Chelex 160 au ¥ s'il est extrait & I'achromopeptidase, etssalilution si
I'extraction est effectuée a I'eau. Le mélange tiéaoel ainsi reconstitué contient 1,5 unité
de Tag DNA polymerase, 10 mM de NB(CH,OH);HCI ‘Tris-HCI' (pH 9,0 a température
ambiante), 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgGit 200 mM de chaque désoxynucléoside
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MATERIEL ET METHODES

triphosphate. Un test a blanc obtenu en remplatargolution d’ADN par un volume
équivalent d’eau ayant servi aux dilutions, estusaans chaque série d’amplification pour

détecter d’éventuelles contaminations.

Le mélange réactionnel contenu dans les microtdbd3CR est prét a 'amplification.
Pour cela, on utilise un thermocycleur (Figure 28) type PTC-10" Programmable
Thermal Controller (MJ Research, Inc., Watertow, NUSA). Le protocole utilisé est celui
décrit par Attili et al., (1998) legerement modifie. La réaction de PCR roemce par une
étape de dénaturation initiale de 3 minutes a 95etGuite 'amplification est assurée par
I'itération de cycles en nombre de 45 durant lekgadieu une dénaturation a 95 °C pendant
soixante secondes, une hybridation des deux amdf&k et ITS4 a 54 °C pendant 60
secondes, et une extension a 72 °C pendant 120hdmxoA la fin du dernier cycle,
'amplification est achevée par une extension énd¢ 7 minutes. La réaction de PCR dure

généralement de 3 a 4 heures.

PTC-100" Programmable Thermal Controller

PeltierEffoct Cycling

Figure 29: Thermocycleur pour 'amplification de I’ ADN.
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MATERIEL ET METHODES

5- Contréle de I'amplification sur gel d’électrophese

La qualité de la réaction de PCR est vérifiée gdactrophorese sur gel d’agarose a
2 % (p/v). Ainsi, on pése 0,6 g d’agarose que hoglange dans 30 ml de TAE 1X (0,04 M
Tris-acétate pH 8,3; 0,001 M EDTA), et on porte peéparation a ébullition jusqu'a
dissolution de I'agarose. Quand la température eluegt descendu a environ 50 °C, on y
ajoute 2 gouttes de Bromure d’éthidium (BET) (Ogiml) qui joue le réle du révélateur en
s'intercalant entre les bases puriques et pyrimiekgde la double hélice des fragments de la
région ITS. Aprés solidification du gel dans la eud'électrophorese (Figure 30) et on y
dépose un mélange de 3 pl d’eau qualité biologieculaire, 2 pl du bleu de bromophénol
et 1 pl d’amplifiat. On réserve un puits pour meettr ul du marqueur de taille de 100 pb.
Aprés que I'on ait déposé les échantillons sureledgmergé dans du tampon TAE 0,5 X, on
met le systeme d’électrophorése (Figure 31) soestemsion de 90 volts pour la séparation
des fragments d’ADN. Ceux-ci chargés négativemeantl@ présence de leurs groupements
phosphate, migrent, pendant 45 minutes envirors Yanode en fonction de leur masse
moléculaire et de leur encombrement stérique. laesiés d’ADN sont, enfin, visualisées par
fluorescence du BET sous les rayons ultraviolegsi{é 32).

Figure 31: Installation d’électrophorése.
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Figure 32: Installation de visualisation sous UV asc appareil de photographie
instantanée du type Polaroid.

6- Séquencage des produits d’amplification

Le séquencage est réalisé par un laboratoire pppelé ‘BIOFIDAL’ ; 170 avenue
Gabriel Peri, 69120 Vaulx en Velin. On envoie labes d’amplifiats accompagnés d’une

fiche :

Référence SSBN 550.
Nom de I'échantillon xyz (.g : 785).
Taille du produit PCR Taille déterminée sur le gelq : 600 pb).

Concentration et volume20 ng/pl ; 25ul.
Méthode de purification SPCR 002.
Nom de 'amorce ITS4

Le séquencage simple brin est réalisé en utilisamorce ITS4. La purification des
produits d’amplification, qui est une opération igpknsable, est entreprise par le méme

laboratoire du séquencage.
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7- Analyse des séquences

Nous recevons les chromatogrammes des ADN vianetet nous les traitons par le

logiciel Chromas 162 (figure 33).

- Tout d’abord, on ouvre le chromatogramme, oncsiélene ensuite la partie a supprimer au
début de la séquence (~ 50 pb) en plagant le auesgre deux bases et en cliquant sur le
bouton ‘Edit’ puis sur ‘Set Left Cutoff’. La partieolorée en jaune ne sera pas prise en
compte dans la suite de I'analyse.

- Pour modifier une base, on clique dessus puicahla lettre jugée correcte.

- On sélectionne la partie & supprimer a la filadeéquence en cliquant sur ‘Edit’ puis sur
‘Set Right Cutoff’.

- On copie la séquence en cliquant sur ‘Edit’ pGgpy sequence’ ensuite ‘FASTA Format'.

- Enfin, on soumet la séquence ainsi copiée daastl, qui est un logiciel disponible sur le
site international du National Health Institute, AJS

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=W&h AYOUT=TwoWindows&AUTO_FORMAT=
Semiauto&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Tabular&CLIEN =web&DATABASE=nr&DESCR
IPTIONS=100&ENTREZ QUERY=%28none%29&EXPECT=10&FILREL&FORMAT_OBJECT=Align
ment&FORMAT_TYPE=HTML&NCBI_GI=on&PAGE=MegaBlast&SERCE=plain&SET_DEFAULTS.x
=34&SET_DEFAULTS.y=8&SHOW_OVERVIEW=0n&END_ OF HTTPGEYes&SHOW_LINKOUT=y

es&GET_SEQUENCE=yes&PERC_IDENT=None,),et qui permet de rechercher dans la banque

de données GenBaltkles séquences analogues a celles obtenues pansége.

# [Sample: LOMYZ&A/ITSA

Figure 33: Séquence d'ADN traitée par le logicig€Chromas.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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RESULTATS ET DISCUSSION

1- Culture des souches

Nous avons réensemencé les 134 souches de masissur milieu MEA dans des
boites de Petri, et les avons incubé pendant 72ebea 28 °C. Hormis les souches
d’Alternaria sp. (LOMY 835), deRhizopussp. (LOMY 785) et ddrichodermasp. (LOMY
796), les 131 souches restantes ont toutes biesspdtigure 34).

Figure 34: Culture des moisissures sur milieu MalExtract Agar ‘MEA'.

Nous avons fait plusieurs tentatives de réensemssiedes 3 souches ont toutes

échouées. Nous pensons que nous les avons pesdieltaur période de conservation.

2- Extraction et amplification de 'ADN

Dans ce qui suit, nous allons d’abord décrire éssiltats obtenus lors de la premiére

période de notre travail (2004), puis les résubbatenus pendant la deuxiéme période (2005).
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o Premiére périodgseptembre-décembre 2004]

En se basant sur des caractéres morphologiquessnapiques, nous avons choisi 32
souches, chacune est susceptible de représengmoupe de moisissures de méme espece.
Pour ce qui est d@spergillus fumigatus nous avons estimé que [lidentification
morphologique basée sur les caractéres culturaitxséiffisante pour la délimitation de cette
espece puisqu’elle est la seule a se développ@t@farmi les especesAbpergillus

La premiére méthode d’extraction que nous avorisétest la micro-extraction au
Chelex 108. C’est une méthode qui est généralement utilisée pextraction de ’ADN des
moisissures au niveau du Laboratoire de Mycologedamentale et Appliquée aux

Biotechnologies Industrielles de la Faculté de Plaaie, Université Claude Bernard, Lyon I.

Vu que nous n‘avons pu amplifier que 3 extraitsldMsur 14, soit un pourcentage de
21 %, nous avons pensé que la concentration duieH@® est & I'origine de ce mauvais
résultat. Nous avons, alors, tenté de trouver wme zi’équilibre entre la concentration en
Chelex 108 et celle de 'ADN. Autrement dit, la zone ou ledlx 10§ n'aurait pas d’effet
inhibiteur sur la PCR et ou la quantité d’ADN semraiffisante pour I'amplification. Pour ce
faire, nous avons dilué davantage les échantiltthBN que I'on met dans les tubes de PCR
pour 'amplification. Ainsi, au lieu de travaillewec des dilutions de 1/AGous avons utilisé
des dilutions de 1/2@t 1/50.

Malheureusement, nous n'avons pas pu amplifiereldsaits d’ADN des souches

choisies par cette méthode.

Par conséquent, nous avons essayé une deuxiemedméfjui est I'extraction a

I'achromopeptidase pour 23 souches et nous avoAsaewplifications.

Pour parvenir a amplifier ’TADN des moisissurestaeses, nous avons fait appel a la
troisieme méthode la plus simple qui est I'exti@ttd I'eau. Sur 13 champignons, nous avons

réussi a amplifier 'ADN de 5 souches.

A la fin de cette premiéere période de stage enderam 2004, nous avons réussi a
amplifier TADN de 17 champignons filamenteux entilisant trois méthodes différentes
(tableau 9).
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o Deuxieme périod@mai-juin 2005]

Lors du deuxiéme stage en France en 2005, nous agpns la méthode d’extraction
au Chelex10® et nous I'avons légérement modifiée. La premiémalification concerne le
temps d’agitation au vortex que nous avons augneedténinutes au lieu de 2. La deuxieme,
correspond a la reprise de la centrifugation quatreinqg fois surtout lorsqu’il s’agit
d’Aspergillusniger, Penicillium flavusou autre espéce produisant abondamment des spores.
Celles-ci nuisent beaucoup a I'amplification. Laigreme modification, a trait a la révélation
des bandes sur gel électrophorétique. Nous avarentré davantage 'ADN déposé dans les
puits du gel en optant pour la composition suivadeul d’eau QBM, 2ul du bleu de
bromophénol et Ll d’amplifiat. Les résultats obtenus étaient tras$aisants. Ainsi, nous
sommes parvenus a amplifier ’TADN de 22 souchempa# représentatives de la collection.

Au total, nous avons réussi a amplifier 'TADN de@tampignons filamenteux.

Tableau 9: Résultats d’amplification de ’ADN en faction de la méthode d’extraction utilisée.

Méthode d’extraction
Souches CheleXx | Achromopeptidase | Eau
Premiére période

LOMY 11 - - -
LOMY 13 - - -
LOMY 190 - - -
LOMY 21 - - -
LOMY 328 - - -
LOMY 367 NE + NE
LOMY 781 - + NE
LOMY 782 - - +
LOMY 784 - - NE
LOMY 785 - + NE
LOMY 786 - - -
LOMY 788 NE + NE
LOMY 791 - - -
LOMY 792 - - -
LOMY 794 + - NE
LOMY 803 NE + NE
LOMY 805 - - -
LOMY 807 NE + NE
LOMY 808 - - -
LOMY 815 NE + NE
LOMY 826 - - -
LOMY 837 NE NE +
LOMY 840 NE + NE
LOMY 841 NE + NE
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Tableau IX (suite)

Souches Chelek Achromopeptidase Eau
LOMY 846 NE NE +
LOMY 848 NE NE +
LOMY 855 NE NE +

KLM 26 + NE -

KLM 113 - NE -

KLM 122 - NE -

KLM 166 + NE -

Deuxieme période

LOMY 1 + NE NE
LOMY 784 + NE NE
LOMY 786 + NE NE
LOMY 791 + NE NE

ZNM 1 + NE NE

ZNM 9 + NE NE

ZNM 10 + NE NE

ZNM 13 + NE NE

ZNT 15 + NE NE

ZNT 16 + NE NE

ZNM 17 - NE NE

ZNM 20 + NE NE

ZNM 60 + NE NE

ZNM 75 + NE NE

ZNM 83 + NE NE

ZNM 85 + NE NE

ZNM 86 + NE NE

ZNM 89 + NE NE

ZNM 92 - NE NE
ZNM 102 + NE NE
ZNM 109 + NE NE

H1 - NE NE
H2 + NE NE
H17 + NE NE

(+) : ADN amplifié ;
(-) : ADN non amplifié ;

NE : non expérimente.

La migration électrophorétique et la visualisatemus rayons ultra-violets nous ont

permis de nous assurer de I'amplification de 'AdNure 35).

69



RESULTATS ET DISCUSSION

. . . Premiére séri it Deuxieme séri it
Marqueur de poids moléculaire emiere serie de puits euxieme serie de puits

~_T

Bande d’ADN 650 pb

Bande d’ADN 600 pb

Reste des amorces ITS1 et ITS4 —

Figure 35: Visualisation sous UV de la migration de bandes d'ADN sur le gel d'’Agarose
a double série de puits (utilisation delpartie gauche).

3- Analyse des séquences

Aprés le traitement informatique du chromatogramwigtenu du séquenceur
automatique, nous avons soumis les séquences dstS'Bour la recherche des séquences
analogues dans les banques de données GelBdrkrésultat que I'on obtient est une liste
de souches dans l'ordre décroissant : de la soanhidgue la plus probable a la souche
analogue la moins probable. Les figures [36 a T&Jldeaux [10 a 46] résument et regroupent
les résultats par genre. On note que malgré I'dicgdion de I'’ADN des deux souches KLM
26 et H 2, leurs séquences respectives sont inexdplies.

70



Q

Genre Aspergillus

Tableau 10: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 1.

ZNM 1
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié* Gap’
Aspergillus oryzasouche SRRC 2103 AY373857 556/563 (98%
Aspergillus flavusouche SRRC 1000A AY373848 556/563 (98%) Ab.G3
Aspergillus oryza®lRRL 506 AF459735 546/554 (98%)
Aspergillus flavusouche UWFP 533| AY214444 546/554 (98%)
Identification morphologique Aspergillus flavus

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

TCAGCGGEGTATCCCTACCT GATCCGAGGT CAACCT GGAAAAAGATTGATTTGCGT TCGEC 60
AAGCGCCGEECCEEECCT ACAGAGCGEEGT GACAAAGCCCCATACGCT CGAGGATCGGACGC 120
GGTGCCGECCCCTGCCT T TGEEECCCGT CCCCCCCGCGAGAGEEGACGACGACCCAACACAC 180
AAGCCGT GCTTGAT GEGCAGCAAT GACGCT CGGACAGGCAT GCCCCCCCGAATACCAGES 240
GGCGCAATGI GCGT TCAAAGACT CGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTAGI TAT 300
CGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGAT GCCGGAACCAAGAGATCCATTGT TGAAAGTTTTA 360
ACTGATTGCGATACAATCAACTCAGACTTCACTAGATCAGACAGAGI TCGTGGTGICTCC 420
GECEEECECEEECCCEEEECT GAGAGCCCCCGEECEECCAT GAAT GGCGEECCCGCCGAAG 480
CAACTAAGGTACAGTAAACACGGEGT GEGAGGT TGEECTCGCTAGGAACCCTACACTCGGT 540
AATGATCCTTCCGCAGGT TCACCCTAGAA 569

ZNM 1

A

Figure 36: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 1.

spergillus oryzae est isolé fréquemment au Japon a partir de «¥ko@t rarement

d’autres sources. Cette espéece produit de l'acmEde, I'acide Cyclopiazonique, la

Maltoryzine et I'acide 3-Nitropropionique.

A

spergillus flavus est retrouvé sur sols cultivés, végétaux en déositipn, graines,

épices, parfois fruits secs. Il produit des mycotes (aflatoxines Bl et B2), I'acide

aspergillique, I'acide kojique, I'acide cyclopiazon’acide 3-nitropropionique.

1.

La probabilité est calculée en divisant le nogntle nucléotides de la séquence analogue par

le nombre de nucléotides de la séquence d’ADN deulahe étudiée.

2.

Le ‘Gap’ est le pourcentage de nucléotides qudobiciel Blast élimine pour établir

'analogie entre la séquence d’ADN de la soucheiétuet la séquence nucléotidique de la
banque de données.

3.

Absence de Gap.
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Tableau 11: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 9.

ZNM 9
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap
Aspergillus tubingensis AJ280008 558/568 (98%
Aspergillus nigeisouche UWFP 515| AY213633 558/568 (98%) 5
Aspergillus tubigensis souclZBS AF455522 557/568 (98%) Ab.G
Aspergillus nigeiisolat wb209 AF455522 555/568 (97%)
Identification morphologique Aspergillus awamori

= Aspergillustubingensiest le nom synonyme Aspergillus niger var. tubingensis

1 ACTCAGCGGGTATCCCTACCT GATCCGAGGT CAACCT GGAAAAAATGGT TGGAAAACGTC 60
61 GGCAGGECGCCGEGECCAATCCTACAGAGCATGTIGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGEA 120
121 CGCCGGTGCCGCCCCTGCCT TTCCEECCCGT CCCCCCEGAGAGGEEEGACGGECGACCCAACA 180
181 CACAAGCCGGGECT TGAGGGECAGCAAT GACGCT CGGACAGGECAT GCCCCCCGGAATACCAG 240
241 GGGCCGCAATGIGCGI TCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGIT 300
301 ATCGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGI TGAAAGITT 360
361 TAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTIGITCGTGTTGGEEGT 420
421 CTCCGCGECCEECACGEEECCCEEEEEECAAAGGCGECCCCCCCGECCECCGACAAGCGECEEG 480
481 CCCGCCGAAACAACAGGGTATTATAGACACGGAT GGGAGGT TGGGCCCAAAGGAACCGCA 540
541 CTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGT TCACCTGAAG 575

ZNM 9

Figure 37: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 9.

v' Les champignons NZNM : 20, 22, 28, 32, 47, 57, 9%& 101 sont similaires, du point de vue

morphologique, ZNM 9.

L 4

Tableau 12: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 10.

ZNM 10
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap
Aspergillus tubingensis AJ280008 531/539 (98%
Aspergillus nigeisouche UWFP 515 AY213633 531/539 (98%) AD.G
Aspergillus tubigensisouche CBS 134.48 AJ223853 530/539 (98% '
Aspergillus nigeiisolat wb209 AF455522 528/539 (97%)
Identification morphologique Aspergillus carbonarius

L 4
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1 TGTCACCCTGGAAAAAAT GGT TGGAAAACGT CGGCAGGCGCCGECCAATCCTACAGAGCA 60

61 TGIGACAAAGCCCCATACGCT CGAGGAT CGGACGCGGTGCCGCCCCTGCCTTTCEEECCC 120
121 GICCCCCCCGAGAGGEEEGACCECGACCCAACACACAAGCCCEGECT TGAGGGCAGCAATGA 180
181 CGCTCGGACAGGCAT GCCCCCCGGAATACCAGCGGEECCCAATGTGCGTTCAAAGACTCGA 240
241 TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGITATCGCATTTCCCTGCGITCTTCATCGAT 300
301 GCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGT TTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGAC 360
361 TGCACGCTTTCAGACAGTGITCGIGI TGEGEGET CTCCEECGEECACGEECCCGEEEEECAA 420
421 AGGCGCCCCCCCGECEECCGACAAGCGECGEECCCECCGAAGCAACAGGGTATAATAGAC 480
481 ACGGATGGGAGGT TGEGCCCAAAGGACCCGCACT CGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCAC 540

ZNM 10

Figure 38: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 10.

v' Les champignons NZ NM 12, 84et 85 sont similaires, du point de vue morphologique, a
ZNM 10.

4
L 4

Tableau 13: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 13.

ZNM 13
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap
Aspergillus tubingensis AJ280008 559/566 (98%)

Aspergillus nigesouche UWFP 515 AY213633 | 559/566 (98%) AD.G

Aspergillus tubigensisouche CBS 134.48 AJ223853 559/566 (98%)

Aspergillus nigeisolat wb209 AF455522 556/566 (98%)

Identification morphologique Aspergillus niger

1 CTTAGICAGCGGGTATCCCTACCT GATCCGAGGT CAACCT GGAAAAAATGCGTTGGAAAAC 60
61 GICGGCAGGCGECCGECCAATCCTACAGAGCAT GTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATC 120
121 GGACGCGGT GCCGCCGCTGECCTTTCGEECCCGT CCCCCCEGAGAGGEEGACGECGACCCA 180
181 GGACCCGGT GCCGCCGCTGCCT T TCGEECCCGT CCCCCCGGAGAGGEEGACGECGACCCA 240
241 ACACACAAGCCGGGECT TGAGGGECAGCAAT GACGCT CCGGACAGGCAT GCCCCCCGGAATAC 300
301 CAGGGGGECGCAATGT GCGT TCAAAGACT CGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTA 360
361 GITATCGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCCGCGAACCAAGAGATCCATTGT TGAAAG 420
421 TTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACCCTTTCAGACAGIGTTCGTIGITGG 480
481 GGTCTCCEECEEECACGEECCCEEEEEECAAAGGCGECCCCCCCEECEECCGACAAGCGEL 540
541 GGGCCCCCCGAAGCAACAGGGTATAATAGACACGGAT GCGAGGT TGEGCCCAAAGGACCC 600
601 GCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCAC 632

ZNM 13

Figure 39: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 13.

v' Les champignons N°ZNM 16, 17, 23, 29et 91, sont similaires, du point de vue
morphologique, ZNM 13.
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Tableau 14: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 15.

ZNT 15
Identification moléculaire N° d’accession Probabilité Gap
Aspergillus fumigatussolat wb161 AF455542 485/508 (95%) 5/508 (0%
Aspergillusfumigatusisolat wb147 AF455534 485/508 (95%) 5/508 (0%
Aspergillusfumigatusisolat wbh324 AF455475 485/508 (95%) 5/508 (0%)
Aspergillusfumigatusisolat wb330 AF455474 485/508 (95%) 5/508 (0%)
Identification morphologique Aspergillus fumigatus

= Aspergillus fumigatusst un contaminant tres fréequent des matiéreqmpges humides et
des composts dont il entraine une rapides décotiposivec dégagement de chaleur.
C’est un agent d’aspergillose aviaire et humainekit étre manipulé avec préecaution. II
élabore plusieurs métabolites dont plusieurs tggties : fumagilline, acide helvolique,
gliotoxine, dérivés quinoniques, alcaloides voiside ceux de I'ergot de seigle.

1 AGAATAAAAACATCCTTgCTAATCTTAGACCcAaGAAAGATGTGTGTCGGCTGBCGCCGRL 60
61 CGGGCCTACAGAGCAGGT GACAAAGT CCCATAL GCTCGAGAGATCGGACGCGGTGCCECC 120
121 GCTGCCTTTCGGEGECCCGT CCCCCCCGATAGGEEGACGEEEECCCAAL ACACAAGCCGTGC 180
181 TTGAGGGCATCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGCGAATACCATGGGGCECAATG 240
241 TGCGTGCAAct ACTCAATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAGATNACTTATCGCATTTCG 300
301 CTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTAACTGATTA 360
361 CCATAATCAACTCAGACTGCATACTTTCAGAACAGCGTTCATGTTGGGGTCTTCGGCGGG 420
421 CGCGGGCCCGGGEEECGCAAGGCCT CCCCGGCGENCGT CAAAACGGT GGGCCCGCCGAAGC 480
481 AACAAGGTACGATAGACACGGGT TGGGAGGT TGGACCCAATAGGGCCCTCACTCGGTAAT 540
541 GATCCTTCCGGAAGGTTCACCTt ACGGAAGGG 573

ZNT 15

Figure 40: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNT 15.

v' Les champignons NZNT :17, 18, 20, 24, 32, 39, 40, 41, 42, 45, 46,48, 51, 61, 68, 74, 79
et 80 sont similaires, du point de vue morphologiqueNa 15 et ZNT 16.
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Tableau 15: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNT 16.

ZNT 16

Identification moléculaire

N° d’accession

Probabilité

Gap

Aspergillus fumigatusouche SRRC 43

AY373851

495/559 (88%

Aspergillusfumigatussouche UWFP 500

AY214447

495/559 (88%

Ab.G

Aspergillusfumigatussouche ATCC 16907

AY214446

495/559 (88%

Aspergillusfumigatussouche UWFP

AY214448

495/559 (889

Identification morphologique

Aspergillus fumigatus

1
61
121
181
241
301
361
421

481 TAATGATCCTTCCGCAGGITCACCTACGGAAGGG
ZNT 16

GGCGCCGEECCGEGECCTACAGAGCAGGT GACAAAGCCCCATACGCT CGAGGACCGGACECG 60
GTGCCGCCGCT GCCT TTCCEECCCGT CCCCCCEGAGAGEGEEGACGEEEECCCAACACACA
AGCCGT GCT TGAGGGECAGCAAT GACGCT CGGACAGGCAT GCCCCCCEGAATACCAGEEEG
CGCAATGTGCGT TCAAAGACTCGATGAT TCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCG
CATTTCCCTGCGT TCTTCATCGATGCCCGAACCAANAGATCCGT TGTTGAAAGTI TTTAAC
TGATTACGATAATCAACTCAGACTGCATACTTTCAGAACAGCGTTCATGTTGEEGTCTTC
GECEEECECEEECCCEEEEECECAAGGECCT CCCCGECEECCGT CGAAACEECEEECCCEL
CGAAGCAACAAGGT ACGATAGACACGGEGET GGGAGGT TGGACCCAGAGGGECCCTCACTCGG

120
180
240
300
360
420
480
515

Figure 41: Séquence nucléotidique de la région IT&e la souche ZNT 16.

*
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Tableau 16: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 20.

ZNM

20

Identification moléculaire

N° d’accession

Probabilié

Gap

Aspergillus tubingensis

AJ280008

530/538 (98%

Aspergillus nigeisouche UWFP 515

AY213633

530/538 (98%)

Aspergillus tubigensisouche CBS 134.48

AJ223853

529/538 (98%

Aspergillus nigeiisolat wb209

AF455522

527/538 (97%)

Ab.G

Identification morphologique

Aspergi

llus awamori

1

TGTCACCCTGGAAAAAAT GGT TGGAAAACGT CGGCAGGCGCCGGECCAATCCTACAGAGCA 60

61 TGIGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCECTAECCTTTCEEECCC 120
121 GICCCCCCCGAGAGGEECGACCECGACCCAACACACAAGCCGEGECT TGAGGGCAGCAATGA 180
181 CGCTCGGACAGGCAT GCCCCCCGGAATACCAGCGGEECGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGA 240
241 TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGITATCCCATTTCGCTGCGTITCTTCATCGAT 300
301 GCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGT TTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGAC 360
361 TGCACCCTTTCAGACAGTGITCGTI GTTGGEGEGT CTCCCECGEECACGEECCCGEEEEGECAA 420
421 AGGCGCCCCCCCGECEECCGACAAGCGECGEECCCECCGAAGCAACAGGGTATAATAGAC 480
481 ACGGATGGGAGGT TGEGCCCAAAGGACCCGCACT CGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCAC 540

ZNM 20

Figure 42: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 20.
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Tableau 17: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 85.

ZNM 85
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap

Aspergillusniger isolat wb209 AF455522 547/556 (98%) 2/556 (0%0)
Aspergillusniger souche IMI 050566 AY656630 547/556 (98%) 2/556 (0%o)
Aspergillusniger souche ATCC 16888 AY373852 547/556 (98%) 2/556 (0%)
Aspergillusfoetidussouche SRRC 32]1 AY373850 547/556 (98%) 2/556 (0%)
Aspergillusawamorisouche SRRC 332  AY373840 547/556 (98%) 2/556 (0%)

Identification morphologique Aspergillus carbonarius

1 TACCTGATCCGAGGT CAACCT GGAAAGAAT GGT TCGGAAAACGT CGGCAGGCGCCGGECCAA 60
61 TCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCT CGAGGAT CGGACGCGGTGCCGLCCCCTG 120
121 CCTTTCGGEECCCGT CCCCCCEGAGAGEEEGACGCECGACCCAACACACAAGCCEEECTTCEA 180
181 GGGCAGCAATGACGCT CGGACAGGECATGCCCCCCGGAATACCAGEGEEECECAATGTCLCGT 240
241 TCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGITATCGCATTTCGCTGCG 300
301 TTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGITGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCA 360
361 ATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGITCGTGT TGGEGEGT CTCCEECGEECACEEE 420
421 CCCGGEEEECAGAGECECCCCCCCEECEECCCGACAAGCGECGEECCCECCGAAGCAACAG 480
481 GGTACAATAGACACGGAT GEGGAAGGT TGEGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATCC 540
541 TTCCGCAGGTTCACCTTACGGAAGG 565

ZNM 85

Figure 43: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 85.

L 4

L 4

Tableau 18: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 102.

ZNM 102
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap
Aspergillus oryzasouche SRRC 2103 AY373857 555/563 (98%)
Aspergillus flavusouche SRRC 1000A AY373848 555/563 (98%) | Ap.G
Aspergillus oryzaBlRRL 506 AF459735 555/563 (98%)
Aspergillus flavusouche UWFP 533 AY214444 555/563 (98%)
Identification moléculaire Aspergillus flavus

1 CITTAGICAGCGGGTATCCCTACCT GATCCGAGGT CAACCT GGAAAAAGATTGATTTGCG 60
61 TTCGGCCAAGCGECCGECCGEEECCTACAGAGCHEGEGET GACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATC 120
121 GGACGCGGT GCCGCCGCTGCCT T TCEEECCCGT CCCCCCCCGAGAGGEEGACGACGACCCA 180
181 ACACACAAGCCGTGCTTGATGGGECAGCAAT GACGCT CGGACAGGCATGCCCCCCGGAATA 240
241 CCAGGGGGECGCAATGT GCGT TCAAAGACT CGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACT 300
301 AGITATCGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGI TGAAA 360
361 GITTTAACTGATTGCGATACAATCAACTCAGACTTCACTAGATCAGACAGAGTITCGTGGT 420
421 GICTCCGECCEECECEEECCCCEEECT GAGAGCCCCCGECGECCAT GAAT GGCGEECCCG 480
481 CCGAAGCAACTAAGGTACAGTAAACACGGEGT GGGAGGT TGGGCTCGCTAGGAACCCTACA 540

541 CTCGGITATGATCCTTCCGCAGGITCACC 569

ZNM 102

Figure 44: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 102.
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Tableau 19: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 109.

ZNM 109
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap

Aspergillus flavusouche UWFP 570 | AY214445 547/554 (98%) Ab.G
Aspergillus oryzasouche SRRC 2103 AY373857 547/555 (98%) 1/555 (0%)
Aspergillus flavusouche SRRC 1000A AY373848 547/555 (98%) 1/555 (0%)

Aspergillus oryza&dlRRL 506 AF459735 547/555 (98%) 1/555 (0%)
Aspergillus flavusouche UWFP 533 AY214444 547/555 (98P6) 1/555 (0%)

Identification morphologique Aspergillus flavus

61

121
181
241
301
361
421

1 TATCCTATCTTAACCGCGIATCCCTACCT GATCCGAGGT CAACCTGGAAAAGATTGATTT 60
GCGTTCGCGCAAGCGECCGEECCGEECCT ACAGAGCGEGT GACAAAGCCCCATACGCTCGAGS 120
ATCGGACGCGGT GCCGCCGECTGCCT TTGEEECCCGT CCCCCCCCGGAGAGGEGACGACGAC 180
CCAACACACAAGCCGT GCT TGATGEGCAGCAAT GACGCT CGGACAGGCATGCCCCCCGGA 240
ATACCAGGCGEEECGCCAATGT GCGT TCAAAGACT CGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCAC 300
ACTAGI TATCCCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGI TG 360
AAAGTTTTAACTGATTGCGATACAATCAACTCAGACT TCACTAGATCAGACAGAGTI TCGT 420
GGT GT CT CCCECEEECECEEECCCEEEECT GAGAGCCCCCEECEECCAT GAATGGCAEEEL 480

481 CCGCCGAAGCAACTAAGGTACAGT AAACACGGEGT GGGAGGT TGGGCTCGCTAGGAACCCT 540
541 ACACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACT 573
ZNM 109
Figure 45: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 109.
Tableau 20: Identification morphologique et molécudire de la souche H 17.
H17
Identification moléculaire N° d’accession Probabilité Gap
Aspergillus fumigatusouche SRRC 43| AY373851 476/553 (86% 1/553 (0%)
Aspergillusfumigatussouche UWFP 500 AY?214447 476/553 (86% 1/553 (0%)
Aspergillusfumigatussouche ATCC 16907 AY214446 476/553 (86% 1/553 (0%)
Aspergillusfumigatussouche UWFP AY214448 476/553 (86%) 1/553 (0%%0)
Identification morphologique Aspergillus fumigatus

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

H17

CTCCNGTAGCGGTATCCTACCT GATCCGAGGT CAACCT TAGAAAAATATAGT TGGGTGTC
NGCTGGECGCCGT CCGEGECCTACAAAGCAGGT GAL t t ac CCCCATACGCTCTACGACCGGA
CGCGGTGCCGACGT GTGT CTTTCGEEECCCGT CCCCCEEGAGAGGEEEGACGEEEECCCAAC
ACACAAGCCGT GCT TGAGEGCAGCAAT GACGCT CGGACAGGCAT GCCCCCCGGAATACCA
GGGGEECCCAATGT GCGT TCAAAGACT CGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACT
TATCGCATTTCGCTGCGI TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGT TGTTGAAAGT T
TTAACTGATTACGATAATCAACTCAGACTGCCATACTTTCAGAACACGCGT TCATGT TGGEGEG
TCTTCGCECEEECECEEECCCEEEEECECAAGGECCT CCCCCECEECCGT CGAAACEECAEEG
CCCGCCGAAGCAACAAGGT ACGATAGACACGEGT GCGAGGT TGGACCCAGAGEECCCTCA
CTCGGTAATGATCCT TCCGCAGGT TCACTACGGAAAGG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
579

Figure 46: Séquence nucléotidique de la région IT&e la souche H 17.
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Tableau 21: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 1.

LOMY 1
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap
Aspergillusoryzaesouche SRRC 2103 AY373857 546/554 (98%
Aspergillusflavussouche SRRC 1000A AY373848 546/554 (98% AD.G
AspergillusoryzaeNRRL 506 AF459735 546/554 (98% '
Aspergillusflavusstrain UWFP 533 AY214444 546/554 (98%

Identification morphologique

Aspergillus fumigatus

61

121
181
241
301
361
421
481

541 TTCCGCAGGITCAC

LOMY 1

TATCCCTAGCT GATCCGAGGT CAACCT GGAAAAAGATTGAT TTGCGT TCGGCAAGCGCCG
GCCGGGCCT ACAGAGCGGEGT GACAAAGCCCCATACGCT CGAGGATCGGACGCGGTGCCGC 120
CGCTGCCTTTGEEGECCCGT CCCCCCCGEGAGAGGERACGACGACCCAACACACAAGCCGTG 180
CTTGATGGGCAGCAAT GACGCT CGGACAGGCAT GCCCCCCCGAATACCAGGGEGEGECCGCAAT
GTI'GCGTTCAAAGACT CGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTAGTI TATCCCATTTC
GCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGT TTTAACTGATTG
CGATACAATCAACTCAGACTTCACTAGAT CAGACAGAGTI TCGT GGT GT CTCCGECEEECG
CGGECCCEEEECT GAGAGCCCCCGECEECCAT GAAT GBCGGEGECCCGCCGAAGCAACT AAG
GTACAGTAAACACGGEGT GCGAGGT TGEECT CGCTAGGAACCCTACACTCGGTAATGATCC

60

240
300
360
420
480
540
554

Figure 47: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 1.

L 4

Tableau 22 Identification morphologique et moléculaire de lasouche LOMY 367.

L 4

LOMY 367
Identification moléculaire N° d’accession| Probabilié Gap
Aspergillus ochraceusouche ATCC 18412 AY373854 540/552 (97%) 5/552 (0%)
Aspergillus ochraceusouche SRRC 65 AY373855 535/552 (96%) 5/552 (0%)

Identification morphologique

Aspergillus ochraceus

Aspergillus ochraceus est une espece synonyme dderigmatocystis ochracea

Aspergillus ochraceusst principalement responsable de la pourrituseséenences et des

graines. Ce champignon produit I'Ochratoxine Aaatidle pénicillique.
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1 TCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGATGAAATAGATTGGTTGCTTTCAGCGTCGGCCA 60

61 GCAGCCGGCCGGGCCTACAAGAGCGGTGTGACAAAGCCCCATACGCBAGGACCGGACG 120
121CGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCNNNNNNNNACGACGRCAACACACA 180
181 AGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATACCCCCCGGAACCAGGGGG 240
241 TGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA TAATTATCG 300
301 CATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAGTTTTAAC 360
361 TGATTGCGATACAATCGACTCAGACGACAAAACTTCAGACAGTGTTCACATGGTGTCTC 420
421 CGGCGAGCGCTGTGCCACCCCTAAAGGATAGGGGGGCGGGCTCGCCGABGACAAGGTA 480
481 CGGTATACACGGGTGGGAGGTTGGGCCCCGAGGGACCCTCACTCAGTASATCCTTCCG 540
541 CAGGTTCACCTA 552

LOMY 367

Figure 48: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 367.

L 4
L 4

Tableau 23: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 791.

LOMY 791
Identification moléculaire N° d’accession Probabilité Gap
Aspergillusniger isolat wb209 AF455522 526/533 (98%) Ab.G

Aspergillusniger souche IMI 050566 AY656630 | 526/533 (98%
Aspergillusniger souche ATCC 16888 AY373852 526/533 (98%
Aspergillusfoetidussouche SRRC 32 AY373850 526/533 (98%)
Aspergillusawamorisouche SRRC 332 AY373840 | 526/533 (98%
Identification morphologique Aspergillusniger

=

N

= Aspergillusniger est un cosmopolite, il est frequemment retrouvésdas céréales, les
fruits et les légumes moisis, le fourrage, les pitsdlaitiers, les arachides. Il est trés
utilisé dans l'industrie agro-alimentaire pour k@duction de divers acides. Il produit
I'acide oxalique, la flavaspérone et les aflatogipar certaines souches.

= Aspergillusfoetidusest retrouvé sur le sol, substrats organique sarié

= Aspergillus awamori est une moisissure lipolytique des oléagineuxprbduit les
malformines, toxique pour les animaux et a l'orggile malformations d’organes

végetaux.
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1 TGATCCGAGT CAACTGGAAAGAAT GGT TGGAAAACGT CGECAGGCGCCGGECCAATCCTAC 60

61 AGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCT CGAGGAT CCGACGECGGTGCCECCECTGCCTTTC 120
121 GGGECCCGT CCCCCCEGAGAGCGEGACGECGACCCAACACACAAGCCGEEECT TGAGEECAG 180
181 CAATGACGCTCGGACAGGCAT GCCCCCCCGAAT ACCAGGEGEGEECGECAATGTGCGT TCAAAG 240
241 ACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGITATCGCATTTCGCTGCGITCTTC 300
301 ATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTITGAAAGT TTTAACTGATTGCATTCAATCAAC 360
361 TCAGACTGCACGCTTTCAGACAGIGTITCGIGI TGGGEGT CTCCGECEEECACGEECCCEEGE 420
421 GCGCAGAGGECGCCCCCCCEECGECCGACAAGCGECEEECCCGCCGAAGCAACAGGGTACA 480
481 ATAGACACGGATGCGAGGT TGGGCCCAAAGGACCCGCACT CGGTAATGATCCTTCCGCAG 540
541 GITCAC 546

LOMY 791

Figure 49: Séquence nucléotidique de la région IT&e la souche LOMY 791.

*
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o Genre Certocystis

Tableau 24: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 785.

o

N

D

LOMY 785
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gaps
Ceratocystis adiposa AF275545 460/462 (99%) 2/462 (09
Ceratocystis adiposa AF043606 460/462 (99%) 21462 (09
Identification morphologique Ulocladiumsp.

= Ceratocystis adiposa

Position dans la classification

Fungi, AscomycotaAscomycetesSordariomycetidaeMicroascalesCeratocystidaceae

Synonymes Ceratocystis majoy Ceratostomella adiposat Sphaeronaema adiposum

1 ACACCCGACCGAGGTCAACCTTACAAAAGTGGGTTGTTTTACGGCATGITGTACAAGAGG 59

60 TTCAAAGCGTAACACAAAGT TTTACTACGCAGGGAAGCT GCAAATACTACAGCCGATGCA 119
120 TTTCGGOGECCCGCTTGACAGCGEGT CCTCCAACACCAAGCGAAGCT TGAGTGGTGAAAT 179
180 GACGCTCGGACAGGCATGCCTAGCAGAATACT GCTAGGCGCAATGTGOGTTCAAAGATTC 239
240 GATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGITCTTCATCG 299
300 ATGCTAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT TTTAACTATTTGTTAAATGCAACTCAGC 359
360 AATGAATAATTCTCTAGAAATTAAAAGAGT TTGTAAAATACTACCGGCACAATCCCGAAG 419
420 GACCACGCCAAAGCAGTAAAGATAGGTATGTTCACAAAATGGT TTTAGAGT TGAAA 475

LOMY 785

Figure 50: Séquence nucléotidique de la région ITS de la souehOMY 794.
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o Genre Fusarium

Tableau 25: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 807.

LOMY 807
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié | Gaps
Fusarium sporotrichioides AY188917 343/349 (98%) Ab.G
Fusarium kyushuensuche U85547 338/343 (98%) 1/343 (0%)

NRRL25348

Fusarium sporotrichioidesar. minor
strain BBA 62425 AF414973 338/345 (97% Ab.G

Fusarium sporotrichioidesouche
BBA 70746 AF414970 338/345 (97%

Fusarium sporotrichioides NRRL AF006348 338/345 (97%)
25479
Fusarium sporotrichioides NRRL 1/343 (0%
p25 474 AF006347 338/345 (97%
Fusarium ky“%‘gfznﬁ’“‘:he BBA | AFa14971 | 337/343 (98%4
Identification morphologique Acremoniunsp.

= Fusarium sporotrichioidesproduit des mycotoxines appartenant au groupe des

Trichothecenes.

= Fusariumkyushuense

Position dans la classification

Fungi; Ascomycota Pezizomycotina SordariomycetesHypocreomycetidageHypocreales

mitosporic Hypocrealed-usarium

1 tt gggggt t t aacggct t ggccgegecgegt t ccagt t gcgaggt gt t aget act acgca 60

61 atggaggctgcagcgagaccgccact agatttcggggccgggct gct ggagt ac---agc 120
121 ccgat ccccaacaccaaacccgggggct t gagggt t gaaat gacgct cgaacaggcat gc 180
181 ccgccagaat act ggcgggcgcaat gt gcgt t caaagat t cgat gatt cact gaattctg 240
241 caattcacattacttatcgcattttgctgegttcttcat cgat gccagaaccaagagatc 300
301 cgttgttgaaagttttgatttatttgttttttagact cagaagttacact aaaa-tcaga 360
361 gttttgtggttcctgecggecgggecgtcecgttttacggggcgegggcet gatccgeccgagg 420
421 caacat aaaggt at gtt cacaggggttt gggagtt gt aaact cggt aat gatccctccgc 480
481 aggttcacc 490

LOMY 807

Figure 51: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 807.
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Tableau 26: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 855.

LOMY 855
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gaps
Fusarium redolens X94169 X93905| 509/510 (99%) A.G.

Fusarium oxysporunsolat 12-151 AY667488 504/511 (98%) 3/511 (0%)

Fusarium oxysporuraouche

F-X.1.7-030520-(1-1)

AY669119 504/511 (98%) 3/511 (0%)

Fusarium oxysporuraouche

o)
F-X 1.7-030520-13 AY669126 504/511 (98%) A.G.
Fusarium annulatursouche CBS AY213654
258.54 502/511 (98%)| 1/511 (09
Identification morphologique Geotrichumsp.
1 ct gat ccgaggt caacatt cagaagtt gggggtttaacggcttggccgegecgegttcca 60

121
181
241
301
361
421
481

gttgcgagggttttact act acgcaat ggaggct gcagcgagaccgccact agatttcgg
ggccggcet t gccagaaaggct cgccgat ccccaacaccaaacccgagggct t gagggttg
aaat gacgct cgaacaggcat gcccgeccagaat act ggcgggcgcaat gt gcgt t caaag
attcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgcattttgectgegttcttc
at cgat gccagaaccaagagat ccgttgtt gaaagttttgatttatttatggttttactc
agaagt t acat at agaaacagagt t t aggggt cct ct ggcgggecgt ccegttttaccgg
gagcgggct gat ccgccgaggcaacagt aaggt at gt t cacaggggt t t gggagt t gt aa
act cggt aat gat ccct ccgcaggtt cacc

LOMY 855

120
180
240
300
360
420
480
510

Figure 52: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 855.
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o Genre Geotrichum

Tableau 27: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 803.

LOMY 803
Identification moléculaire N° d’accession Probabilité Gaps
Galactomyces geotrichum AJ279451 321/325 (98%) 1/325 (0%)
Dipodascus australiensis AF157596 317/325 (97%) 1/325 (0%)
Identification morphologique Geotrichumsp.

= Galactomyces geotrichurast le nouveau nom de I'esp&zipodascus geotrichunt’est

une espeéce téléomorphe @eotrichum candidum

Position dans la classification

Fungi; Ascomycota  Saccharomycotina Saccharomycetes Saccharomycetales

DipodascaceaeGalactomyces

= Dipodascus australiensis

Position dans la classification

Fungi, Ascomycota  Saccharomycotina Saccharomycetes Saccharomycetales

Dipodascaceaemitosporic Dipodascacea®ipodascus

1 ctgaggttgaactagtgttgtttttcaaacgaatttgattcgaaattttagaagagcaaa 60

61 gcaattccaagagagaaacaacgct caaacaagtatactttgggggat accccaaagtgc 120
121 aatgtgcgttcaaaaactgatgattcacttctgcaattcacaagaaatatcgcgtttcgc 180
181 tgcgttcttcatcgat acgagaaccaagagatccattgttaaaagttttaattatttaag 240
241 tattgattgtatgattgatgtttgctgtggtaaattcacaaatattattaattcataatg 300
301 atccttccgcaggttcacctacgga 325

LOMY 803

Figure 53: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 803.
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Tableau 28: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 840.

LOMY 840
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gaps
Galactomyces geotrichum AJ279445 239/242 (98% AD.G
Dipodascus australiensis AF157596 235/242 (97%) '
Identification morphologique Geotrichumsp.

1 ttgactagtgttgtttttcaaacgaatttgattcgaaattttagaaaagcaatgcaattc 60
61 caagagagaaacaacgctcaaacaagtatactttgggggataccccaaagtgcaatgtgc 120
121 gttcaaaaactgatgattcacttctgcaattcacaagaaatatcgcgtttcgctgecgttc 180
181 ttcatcgat acgagaaccaagagatccattgttaaaagttttgattattttggtttggat 240
241 tg 242

LOMY 840

Figure 54: Séquence nucléotidique de la région IT&e la souche LOMY 840.

*
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Tableau 29: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 86.

ZNM 86
Identification moléculaire N° d’accession Probabilité Gaps
Galactomyces geotrichum AJ279445 335/341 (98% AD.G
Dipodascus australiensis AF157596 324/341 (95% '
Identification morphologique Penicilliumsp.

1 GTAcCTAACAaGTAATCCTACTTGATCTGAGGT TGAATAGTGI TGI TTTTCAAACGAATT 60
61 TGATTCGAAATTTTAGAAAAGCAATGCAATTCCAAGAGAGAAACAACGCTCAAACAAGTA 120
121 TACTTTGGGCGGATACCCCAAAGT GCAATGT GCGT TCAAAAACTGATGATTCACTTCTGCA 180
181 ATTCACAAGAAATATCCCGITTCGCTGCGITCTTCATCGATACGAGAACCAAGAGATCCA 240
241 TTGITAAAAGITTTGATTATTTTGGTGITGAt TATAAAATTATTGITTGCTGTGTAAATT 300
301 TCACAAATATTAt TAATTCTTAATGATCCT TCCGCAGGT TCACCTACGGAAAGG 355

ZNM 86

Figure 55: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 86.
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Tableau 30: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 83.

ZNM 83
Identification moléculaire N° d’accession Probabilité Gaps
Galactomyces geotrichum AJ279445 343/346 (99% AD.G
Dipodascus australiensis AF157596 330/346 (95% '

Identification morphologique

Penicilliumsp.

1 CAGCGGGTAATCCTACTTGATCTGAGGT TGAATAGTGITGTTTTTCAAACGAATTTGATT 60
61 CGAAATTTTAGAAAAGCAATGCAATTCCAAGAGAGAAACAACGCTCAAACAAGTATACTT 120
121 TGGGGEGATACCCCAAAGT GCAATGT GCGT TCAAAAACTGATGATTCACTTCTGCAATTCA 180
181 CAAGAAATATCCCGITTCGCTGCGI TCTTCATCGATACGAGAACCAAGAGATCCATTGIT 240
241 AAAAGITTTGATTATTTTGGTTTTGATTGTANNATTATTGT TTGCTGTGTAAATTTCACA 300

301 AATATTATCAATTCTTAATGATCCTTCCGCAGGT TCACCTACGGAAGGAT 350
ZNM 83
Figure 56: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 83.
o Genre Mucor
Tableau 31: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 788.
LOMY 788
Identification moléculaire N°d’accession| Probabilie Gaps
Mucor racemosusouche UWFP AY213662 575/588 (97%) 2/588 (09
Mucor racemosusequevar 1 souche UWFP AY213660 574/588 (97%) 2/588 (09
Mucor racemosusouche NRRL 1428 AY625074 557/570 (97% Ab.G
Mucor racemosusouche UWFP 1053 AY213661 557/570 (97%) 1/570 (09
Mucor racemosus$ racemosus souche CBS AY213659 557/570 (97% Ab.G

260.68

Identification morphologique

Mucor sp.

= Mucor racemosusest tres répandu et souvent isolé du sol, desmerts de

0)
0)

bétail, des produits laitiers et carnés, des o@l#s, fruits et Iégumes, des céréales,

du foin, etc. Il peut provoquer une fermentatiocoalique en milieu mal aéré. I

serait expérimentalement toxique pour les animaux.
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1

TCCCACCTGATTTAGATAAATTTAAAAGAGATTTAT TTGGEGAGGECCCCATCAAAGT CA

58

59 ATTACAAGAGCTTTCCTTTATATTAAAAAAAAGT TCAGGCATTAAACAAGTTCAGGCCTT 118
119 AGTAAATTTCAAGGGTTTCAAGATCTATACAGAT CGAGAGGCCCCCAATAATCCTATACA 178
179 ACAAAAGT TGAATAGAGCGTTTGI TTTGATACT GAAACAGGCGT GCTCATTGGAATACCA 238
239 ATGAGCGCAAGI TGCGI TCAAAGACTCGATGATTCACTGAATATGCAATTCACACTAGIT 298
299 ATCCCACTTTGCTACGITCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGITGTTAAAAGT TG 358
359 TTTTATAGATTTTTTAGGTCTATGT TACAATATTAATTCTGAATTCATTTGGTAAATAAT 418
419 AATAGGATACCAGCCCTAAACCTGATTATGACTCGGTTAACATTTCCAATGTCTATCCTT 478
479 ATAACATTGGAACATCCCTCAAACGT CAAATAATAATACAGT TCACAGTAAATAGATAAT 538

539 AATGGACAAGCCAAGATTATTGATTATTTAATGATCCTTCCGCAGGT T 586
LOMY 788
Figure 57: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 788.
Tableau 32: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 837.
LOMY 837

Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gaps
Mucor fragilis AF474242 569/578 (98%) Ab.G
Mucor fragilis AJ608958 567/578 (98%)1/578 (0%)

Identification morphologique Mucor sp.
1 agatttcagatcaaatttaaagatgtgttatttgggaggccccagcacagttttatcgcaa 61

62

122
182
242
302
362
422
482
542

gagcttctctttatattnnnnnnnngttcaggcattcaaacaagat caggcctttgtata
ttt caagaggt t caagat cagaat agat caagagact ct cagt cat cct att caacaaaa
gtt ggat agagggt tt gttt t gat act gaaacaggcgt gct cat t ggaat accaat gagc
gcaagt t gcgt t caaagact cgat gat t cact gaat at gcaatt cacact agtt at cgca
ctttgctacgttcttcatcgat gcgagaaccaagagat ccgttgttaaaagttgttttat
agattttttacgtctatgttacaatattaattctgaattcttttggtaaat aataatagg
at accaagcct aagct t gat t at gact cggt t aacatttccagt gcct at cctt at agca
tt ggaacat ccct caagcgt caagt aat aat acagt t cacagt aaat agat aat gat gga
caagccaaaattattgattatttaatgatccttccgca

LOMY 837

121
181
241
301
361
421
481
541
579

Figure 58: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 837.
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o Genre Paecilomyces

Tableau 33: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 782.

LOMY 782
Identification moléculaire N° d’accession| Probabilité Gaps
Paecnomyceszvzzzrllogtsouche ATCC AY373941 248/255 (97%
Paecilomyces variotisolat wbh556 AF455416 248/255 (97%) Ab.G
Paecilomyces variotii AY?247956 248/255 (97%

Ul

Paecilomyces variotsouche NRRL 1115 AF033395 248/255 (97%
Identification morphologique Penicilliumsp

= Paecilomyces variotiest I'un ded?aecilomycetes plus communs, c’est contaminant

fréquent des aliments.

Position dans la classification

Fungi; Ascomycota; Pezizomycotina; Eurotiomycelagptiales; Trichocomaceae;

mitosporic Trichocomaceae; Paecilomyces.

Synonymes Penicillium divaricatunet Penicillium viniferum

1 gggt at ccct acct gat ccgaggt caacct aagaga- aat at aggt gaccgt gaaggt cg 59
60 tgtggccagcaagccggecggttct act gaagecgt gt gacaaagccccat acgct cgagg 119
120 accggacgcgacgccgccgcetgecttt cgggeccgt cccccnnnnnnnnnnacggcggec 179
180 caacacaccagccgggct ggagggtt agcaat gacgct cggacaggcat gccccccggaa 239
240 tgccagggggcgcaat gt gcgtt caaagatt cgat gattcacggaattctgcaattcaca 299
300 ttacttatcgcatttcgctgegttcttcat cgat gccggaaccaagagatccgttgttga 359
360 aagttttaattgattgattgtatactcaaacggcaaccttccaggcagcgttccaggggt 419

LOMY 782

Figure 59: Séquence nucléotidique de la région IT&e la souche LOMY 782.
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Tableau 34: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 806.

LOMY 806

Identification moléculaire N° d’accessionn Probabilité¢ | Gaps

Paecilomyces variotsouche ATCC

0
22319 AY373941 518/518 (100%

Paecilomyces variotisolat wbh556 AF455416 515/515 (100%

Paecilomyces variotsouche NRRL

AF033395 500/500 (100%)

)Ab.G

1115
Paecilomyces variotii AY247956 390/390 (100%
Identification morphologique Penicilliumsp.

1

121
181
241
301
361
421
481

agaaaaat at aggt gat ggccagcaagccggccggt t ct act gaagcgt gt gacagagcc 60

ccat acgct cgaggaccggacgcgacgccgecget gecttt cgggecccgt cccccgggga
ggggggacggcggcccaacacaccagccgggcet ggagggt t agcaat gacget cggacag
gcat gccccccggaat gccagggggcegcaat gt gcgt t caaagat t cgat gat t cacgga
attctgcaattcacattacttatcgcatttcgctgegttcttcatcgatgccggaaccaa
gagat ccgtt gttgaaagttttaattgattgattgtatactcagacggcaaccttccagg
cagcgt t ccaggggt ct t cggcgggcgegggeccgggggegt gaaccccccggeggecygg
ggcgt gaaccacggcgggcccgecgaagcaacaggt gt caggacaacacggat gggaggt
t gggccccgagggaccct cact cggt aat gat ccttcc

LOMY 806

120
180
240
300
360
420
480
518

Figure 60: Séquence nucléotidique de la région IT&e la souche LOMY 806.
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o Genre Penicilium

Tableau 35: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 75.

ZNM 75

Identification moléculaire N° d’accession| Probabilité Gap
Penicillium expansuraouche VIC AY425984 547/547 (100%,

Penicillium crustosunsouche FRR AY373907 547/547 (100%0)
Penicillium communésolat wb193 AF455527 547/547 (100%) Ab.G
Penicillium communesolat wb555 AF455418 547/547 (100%)
Penicillium griseoroseursouche VIG  AY425983 546/546 (100%,
Identification morphologique Penicillium viridicatum

= Penicillium expansurast un anamorph@gEupenicilliumexpansum
SynonymesPenicilliumcrustosumnet Penicillium glaucum

Cette espéce est souvent responsable de la poeigiés pommes et poires en stockage. Il est
isolé de tissus de divers végétaux, de textilegapier, de produits laitiers et carnés, etc. |l
produit des mycotoxines: la patuline, et la clanaalétectée dans les pommes altérées.

= Penicillium communest un anamorphe Hupenicillium commune
SynonymesPenicilliumverrucosunvar. Aloum

= Penicilliumcrustosunmest anamorphe Bupenicilliumcrustosum.

Synonyme Penicilliumsolitumvar. Crustosum.

= Penicilliumgriseoroseunest un anamorphe dgipenicillium griseoroseum.

SynonymesPenicilliumconcentricunmet Penicilliumcyaneofulvum

1 GGCcGIrAGACAACAGGTATCCCTACCT GATCCGAGGT CAACCTGGATAAAAATTTGGEGIT 60
61 GATCGGECAAGCGCCGECCEEECCT ACAGAGCGEEGT GACAAAGCCCCATACGCTCGAGGAC 120
121 GGACGCGGTGCCGCCGCTGECCT TTCEEECCCGET CCCCCCGAGAT CGEEEGACEEEECCC 180
181 AACACACAAGCCGGEGECT TGAGGGECAGCAAT GACGCT CGGACAGGECATGCCCCCCGGAATA 240
241 CCAGGGGGCGCAATGTGCGT TCAAAGACT CGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTA 300
301 CGTATCGCATTTCGCTGCGI TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGT TGT TGAAAG 360
361 TTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACT TCAATCTTCAGACAGAGT TCGAGGGTGTCT 420
421 TCEECEEECECEEECCCEEEEECET AAGCCCCCCGECGECCAGT TAAGECEEECCCECCG 480
481 AAGCAACAAGGTAAAATAAACACGEGET GGGAGGT TGGACCCAGAGGEECCCTCACTCGGTA 540
541 ATGATCCTTCCGCAGGT TCACCCT 565
ZNM 75

Figure 61: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 75.

v' Les champignons N°ZNM 6 et ZNM 36 sont similaires, du point de vue
morphologique, ZNM 75.
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Tableau 36: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 60.

ZNM 60
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap
Penicillium expansuraouche VIC AY425984 547/547 (100%

Penicillium crustosunsouche FRR AY373907 547/547 (100

Penicillium communesolat wb193 AF455527 547/547 (100%)Ab.G

Penicillium communesolat wbh555 AF455418 547/547 (100%)
Penicillium griseoroseursouche VIC AY425983 546/546 (100%,

Penicillium verrucosum

Identification morphologique

1  CAGCGGGTAATCCCACCT GACTTCAGATCATAGT CTGATCCGAGGT CAACCTGGATAAAA 60

61

121
181
241
301
361
421
481
541

ZNM 60

NT TNGGGT TGAT CGGCAAGCGCCGGECCGEGECCTACAGAGCGGGT GACAAAGCCCCATACG 120
CTCGAGGACCGGACGCGGT GCCGCCGCTGCCT TTCEEECCCGTCCCCCEGAGATCGEEGEG 180
ACGGGGCCCAACACACAAGCCGGECT TGAGGGECAGCAAT GACGCTCGGACAGGCATGCCC 240
CCCGGAATACCAGGGGEGECGCAAT GTGCGT TCAAAGACT CGATGATTCACTGAATTTGCAA 300
TTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGT 360
TGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACTTCAATCTTCAGACAGAGTTCG 420
AGGGT GT CT TCGECGEEECECEEECCCEEEEECGT AAGCCCCCCGECGECCAGT TAAGECG 480
GGBCCCGCCGAAGCAACAAGGT AAAAT AAACACGGEGT GGGAGGT TGGACCCAGAGGGCCCT 540
CACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCAC

571

L 4

Figure 62: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 60.

Tableau 37: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 89

*

ZNM 89
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap
Penicillium expansurmouche VIC AY425984 547/547 (100%
Penicillium crustosunsouche FRR AY373907 547/547 (100%)
Penicillium communésolat wb193 AF455527 547/547 (100%) Ab.G
Penicillium communesolat wb555 AF455418 547/547 (100%)
Penicillium griseoroseursouche VIG  AY425983 546/546 (100%,

Identification morphologique

Penicilliumsp.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541

CCTTTAGT TCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGT CAACCTGGATAAAAATTTGGGTT 60
GATCGGCAAGCGCCGGECCGEECCTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGAC 120
CGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCT TTCGEECCCGT CCCCCCGAGAT CGEBEREGACGEERCCE 180
AACACACAAGCCGGGCT TGAGGGCAGCAAT GACGCT CGGACAGGCATGCCCCCCGGAATA 240
CCAGGGGGCGCAATGTGCGT TCAAAGACT CGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTA 300
CGTATCGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG 360
TTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACTTCAATCTTCAGACAGAGT TCGAGGGTGICT 420
TCGECGEGECECEEECCCEEEEECGT AAGCCCCCCEECEECCAGT TAAGGCGEEGECCCGCCG 480
AAGCAACAAGGTAAAAT AAACACGGGT GEBGAGGT TGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTA 540
ATGATCCTTCCGCAGGITCAC 561

ZNM 89

Figure 63: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 89.

4

Tableau 38: Identification morphologique et molécudire de la souche ZNM 92.

ZNM 92

Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gap

Penicillium expansurmouche VIC AY425984 547/547 (100%

Penicillium crustosunsouche FRR AY373907 547/547 (100%0)

Penicillium communeésolat wb193 AFA455527 547/547 (100%)Ab.G

Penicillium communesolat wbh555 AF455418 547/547 (100%)

Penicillium griseoroseursouche VIG AY425983 546/546 (100%

Identification morphologique Penicillium verrucosum

1

121
181
241
301
361
421
481
541

CCTTTAGT TCAGCGGGTATCCCTACCT GATCCGAGGT CAACCTGGATAAAAATTTGGGTIT 60

61 GATCGGCAAGCGCCGGCCGEEECCTACAGAGCGGGT GACAAAGCCCCATACGCTCGAGGAC 120
CGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCT TTCEEECCCGT CCCCCEGAGAT CGGEGEGACGEGECCC 180
CGGACGCGGTGCCGECCGCTGCCT TTCEEECCCGT CCCCCEGAGAT CGBERGACGEEAECCE 240
AACACACAAGCCGGGCT TGAGGGCAGCAAT GACGCT CGGACAGGCATGCCCCCCGGAATA 300
CCAGGGGGCGCAATGTGCGT TCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTA 360
CGTATCGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGT TGTTGAAAG 420
TTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACTTCAATCTTCAGACAGAGTI TCGAGGGTGTCT 480
TCGGCGGGCGCGEGECCCGEGEEECGT AAGCCCCCCGGCGGCCAGT TAAGGCGGGCCCGLCG 540
AAGCAACAAGGT AAAAT AAACACGGGT GCGAGGT TGGACCCAGAGGEECCCTCACTCGGTA 600
601 ATGATCCTTCCGCAGGITCACTAT 624

ZNM 92

Figure 64: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche ZNM 92.
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Tableau 39: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 781.

LOMY 781

Identification moléculaire N° d’accession Probabilité Gap
Penicillium citrinumsouche FRR 1841 AY373904 508/515 (98%)
Penicillium cit3riln;ggsouche NRRL AE484404 492/499 (98%
Penicillium cit3riln;7rgsouche NRRL AF484402 492/499 (98%

Penicillium cit3riln;7rr51$ouche NRRL AF484401 492/499 (98% G
Penicillium cit3riln;égsouche NRRL AF484400 492/499 (98%
Penicillium citrinumsouche NRRL 800 AF033423 492/499 (98%
Penicillium cit3riln;8rr11$ouche NRRL AE484403 491/499 (98%
Penicillium sartoryisouche NRRL 783 AF033421 490/499 (98%

Identification morphologique

Penicilliumsp.

= Penicillium citrinumest synonyme deenicillium aurifluumetPenicillium sartoryi

Penicillium citrinumest I'une des forme de vie eucaryotique les plasncone sur terre, il est

présent abondamment dans la terre, les végétauxigpdes aliments, les textiles et autres

matériaux biodégradable. Il élabore une toxine irgmde, la citrinine, a l'origine de

néphrotoxicoses. Certaines souches produisentfldésxanes.

1  ATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGAGATAATTAAAGGT TGEGGEGT CGGCTGRECECCG 60

61 GCOGGGOCTACTAGAGCGGEGTGACGAAGCCCCATACGCT CGAGGACCGGACGCGGTGCCG 120
121 CCGCTGCCTTTCGGECCCGT CCCCCCGECNNNNNNNACGGEGGECCCAACACACAAGCCGEG 180
181 CTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCTCCGGAATACCAGAGGGOGCAATG 240
241 TGOGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCG 300
301 CTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGT TGTTGAAAGTTTTAACTAATTTC 360
361 GITATAGGTCTCAGACTGCAACTTCAGACAGCGT TCAGGGGEGEGECCGT CGRCEEEEEEEE 420
421 GCCCGCCGAGGCAACATAGGT TCGGGCAACACGGGT GGGAGGT TGEECCCCGAGEEGCCC 480
481 GCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC

LOMY 781

515

Figure 65: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 781.
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Tableau 40: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 815.

LOMY 815

Identification moléculaire

N° d’accession Probabilié

Penicillium expansursouche VIC

AY425984 | 520/520 (1009

Penicillium crustosunsouche souche FRHK
1669

R

AY373907 520/520 (100%

Penicillium communésolat wb193

AF455527 520/520 (1009

Penicillium communésolat wb555

AF455418 520/520 (1009

Identification morphologique

Penicilliumsp.

1 at aaaaat t t gggt t gat cggcaagcgccggccgggcect acagagcgggt gacaaagccc
61 catacgctcgaggaccggacgcggt gccgecgcet gectttcgggececgt cccccggagat
121 cgggggacggggcccaacacacaagccgggct t gagggcagcaat gacgct cggacaggce
181 at gccccccggaat accagggggcgcaat gt gcgt t caaagact cgat gat t cact gaat
241 ttgcaattcacattacgtatcgcatttcgctgecgttcttcatcgatgccggaaccaagag
301 atccgttgttgaaagttttaaataatttatattttcactcagacttcaatcttcagacag
361 agttcgagggtgtcttcggcgggcgecgggeccgggggegt aagccccccggecggecagtt
421 aaggcgggcccgccgaagcaacaaggt aaaat aaacacgggt gggaggt t ggacccagag
481 ggccctcact cggt aat gat ccttccgcaggttcacctac

LOMY 815
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180
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360
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Figure 66: Séquence nucléotidique de la région IT&e la souche LOMY 815.

v' Les champignons Nt:OMY 839, 847, 814, 816, 817, 852, 804 sont similaires, du

de vue morphologique,l2ODMY 815

point
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Tableau 41: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 841.

LOMY 841
Identification moléculaire N°d’accession Probabilie Gap
Penicillium expansursouche VIC AY425984 528/528 (100%)
Penicillium crulsGtggumouche FRR AY373907 528/528 (100%)
Penicillium communésolat wb193 AF455527 | 528/528 (100%) PG
Penicillium communesolat wb555 AF455418 528/528 (100%)
Penicillium griseoroseursouche VIC AY425983 517/517 (100%)

Identification morphologique

Penicilliumsp.

1 tcaacctggat aaaaatttgggttgat cggcaagcgccggccgggcect acagagegggt g
acaaagccccat acgct cgaggaccggacgcggt gccgecget gect tt cgggeecgt cc
cccggagat cgggggacggggcccaacacacaagccgggcet t gagggcagcaat gacgcet
cggacaggcat gccccccggaat accagggggcgeaat gt gcgt t caaagact cgat gat
tcactgaatttgcaattcacattacgtatcgcatttcgetgcgttcttcatcgatgccgg
aaccaagagat ccgttgttgaaagttttaaataatttatattttcactcagacttcaatc

tt cagacagagt t cgagggt gt ct t cggcgggecgcgggecccgggggegt aagecccccgg
cggccagt t aaggcgggcccgccgaagcaacaaggt aaaat aaacacgggt gggaggttg

61

121
181
241
301
361
421

481 gacccagagggccct cact cggt aat gat cctt ccgcaggt

LOMY 841

tcaccta
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4

Figure 67: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 841.

Tableau 42: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 846.

LOMY 846

Identification moléculaire N° d’accessi

on Probabilié

Gap

Penicillium expansuraouche VIC AY425984

547/547 (100%

Penicillium crustosunsouche FRR

1669 AY373907

547/547 (100%

Penicillium communésolat wb193 AF455527

547/547 (100%

Ab.G

Penicillium communésolat wbh555 AF455418

547/547 (100%

N N’

Penicillium griseoroseursouche VIG AY425983

546/546 (100%

Identification morphologique

Penicilliumsp.
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61

121
181
241
301
361
421
481
541

tat ccct acct gat ccgaggt caacct ggat aaaaat tt gggt t gat cggcaagcgcecgg
ccgggcct acagagcgggt gacaaagccccat acgct cgaggaccggacgeggt geccgec
gct gectttcgggeccgt cccccggagat cgggggacggggcccaacacacaagecgggce
t t gagggcagcaat gacgct cggacaggcat gccccccggaat accagggggcegceaat gt
gcgtt caaagact cgat gatt cact gaatttgcaattcacattacgtatcgcatttcgcet
gcgttcttcat cgat gccggaaccaagagat ccgttgtt gaaagttttaaataatttata
ttttcact cagacttcaatcttcagacagagttcgagggt gt cttcggcgggcgegggcc
cgggggcgt aagccccccggecggecagt t aaggcgggecccgeccgaagcaacaaggt aaaa
t aaacacgggt gggaggt t ggacccagagggccct cact cggt aat gat cct t ccgcagg
ttcacct

LOMY 846
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Figure 68: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 846.

Les champignons N°LoMY: 851 849 sont similaires, du point de vue

morphologique, aomMY 846.

*

L 4

Tableau 43: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 848.

LOMY 848

Identification moléculaire N° d’accession| Probabilié Gap

Penicillium expansunsouche VIC AY425984 549/550 (99%

Penicillium crustosumsouche FRR

1669 AY373907 549/550 (99%

Penicillium communesolat wb193 AF455527 549/550 (99%)

Penicillium communesolat wb555 AF455418 549/550 (99%)

Ab.G

Identification morphologique Penicilliumsp.

61

121
181
241
301
361
421
481
541

gggt at ccct acct gat ccgaggt caacct ggat aaaaat t t gggt t gat cggcaagcgce
cggccgggcect acagagcgggt gacaaagccccat acgct cgaggaccggacgceggt gec
gccgcet gect tt cgggeccgt cccccggagat cgggggacggggeccaacacacaagcecg
ggct t gagggcagcaat gacgct cggacaggcat gccccccggaat accagggggcgcaa
t gt gcgt t caaagact cgat gatt cact gaat tt gcaattcacattacgtatcgcatttc
gctgcgttcttcat cgat gccggaaccaagagat ccgttgtt gaaagttttaaataattt
atattttcactcagacttcaatcttcaaacagagttcgagggtgtcttcggcgggcgegg
gcccgggggcegt aagcccceccggeggecagt t aaggcgggeccgecgaagcaacaaggt a
aaat aaacacgggt gggaggt t ggacccagagggccct cact cggt aat gat cctt ccgce

60

120
180
240
300
360
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aggttcacct 550

LOMY 848

Figure 69: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 848.
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o Genre Rhizomucor

Tableau 44: Identification morphologique et molécudire de la souche KLM 166.

KLM 166
Identification moléculaire N° d’accession Probabilié Gaps
Rhizomucor pusillus AF461764 590/594 (99%) 3/594 (0%b)
Rhizomucor pusillus AY211270 566/566 (100% Ab.G
Rhizomucor pusillus AJ278365 536/537 (99%) 1/537 (0%)
Identification morphologique Rhizopussp.

= Rhizomucor pusillus

SynonymeMucor pusillus.

Rhizomucorest un genre appartenant a 'ordre Mlegoraleset la famille desMucoraceaes
Il contient 3 espéecespusillus, mieheet variabili. La morphologie diRhizomucor observée
sous microscope est intermédiaire eRRhézopuset Mucor.

1 agcgggt aat cccat ct aagtt cagat ccatagttgaaatttatttgtggttgattgacc 60
61 tttatacttgatcatctcgaagcacactggtaaaaaattagataccaatgcaagccctca 120
121 aggaaat at caagggt caacaacat acaaatt gttcgggt agctt gaacggat gaaaatc 180
181 cat cagcaccgcaaat ccaaagattt at caaaaaat aaacctttaggggttaat aaagat 240
241 actgaact agacgt acccaat ggat gaaccaaagggt gcaaggt gcgt t cgagaattcga 300
301 tgattcgcaaaggctgcagatcgcattacttttcgcaatttgctacgctcttcatcgatg 360
361 cgagaaccaagtgatccattgcttaaagttgttttgaaattttatcgtcttgaatcattt 420
421 ctgatccaaaactttcaatttgttaaacaacagt caat caaat at gt aaaat aaaaggtc 480
481 gagagat ct ggagcaat ccct cagaacattt cacaaaaaggagagaat cgcggct cacca 540
541 atagaggtcaccacgatttccacaactttttaatgatccttccgcaggttcacc 594

KLM 166

Figure 70: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche KLM 166.
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o Genre Thanatephorus

Tableau 45: Identification morphologique et molécudire de la souche LOMY 794.

LOMY 794

Identification moléculaire N° d’accession Probabilié | Gaps
Thanatephorus cucumerisolat wb348  AF455463 591/591 (100%)
Thanatephorus cucumerisolat wb357  AF455459 591/591 (100%)
Thanatephorus cucumerisolat wb382  AF455454 591/591 (100%)
Thanatephorus cucumerisolat wb407 ~ AF455445 591/591 (100%)Ab.G
Thanatephorus cucumerisolat wb425  AF455438 591/591 (100%)
Thanatephorus cucumelisolatwb351| AF455461 589/591 (99%
Thanatephorus cucumetisolat wb433  AF455435 589/591 (99%

Identification morphologique Mucor sp.

= Thanatephorus cucumeris

Position dans la classification

Fungi; Basidiomycota Hymenomycetes Homobasidiomycetes Ceratobasidiales

Ceratobasidiaceaelrhanatephorus

SynonymesHypochnus cucumeris

1 GGGTAGICCTACCTGATTTGAGCTCAGAGT TCAGAAATTTGTCCGAAGACGGT TAGAACGC 60
61 GCGAACACTAGAATACCCTCCACAGCAACGCAGATAATTATCACGCTGAAGCGGECTGGTA 120
121 ACGTTCGCACTAATGCATTTCAGAGGAGCCGACTACGAGAGCCGECACGACCTCCAAGTC 180
181 CAAGCCTTCGTCAATAAAGCCGAAGGT TGAGAATTCCATGAGACT CAAACAGCCATCCTC 240
241 CTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGT TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCA 300
301 ATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCG 360
361 TTGCTGAAAGTTGTATATAAATTGCGT TATAGCAAAGTATGACATTCTAAAACTGAATCG 420
421 TTTGTAGTAAAGCATAAGCCCGACACCTACAAGT GCGCGAACGCACCCACAAGCCGECCT 480
481 ATGAAAAGT GCACAGAAGT TGAGAGT GGAT GAGACAGGCGT GCACATGCCCTTGCGAGCC 540

541 AGCAGACAACCCGT TCAAAACTCGATAATGATCCTTCCGCAGGT TCACCTAC 591

LOMY 794

Figure 71: Séquence nucléotidique de la région IT& la souche LOMY 794,
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o Genre Trichoderma

Tableau 46 : Identification morphologique et moléclaire de la souche LOMY 786.

LOMY 786
Identification moléculaire N° d’accession| Probabilité Gaps

Hypocreavirensir. 11 AY 154945 583/586 (99%) 1/586 (0%)
Trichodermavirenssouche GL-21] AF099008 583/586 (99%) 1/586 (0%)
Trichodermavirenssouche GL-3 AF099006 583/586 (99%) 1/586 (0%)
Trichodermavirenssouche GL-20 AF099007 583/586 (99%) 1/586 (0%)
Trichodermavirenssouche GLi 39 AF099005 583/586 (99%) 1/586 (0%)

Identification morphologique Trichodermasp.

dans la lutte biologique.

Position dans la classification

Fungi; Ascomycota PezizomycotinaScordariomycetesHypocreomycetidag

Hypocreales HypocreaceseHypocrea

Hypocrea virensest la nouvelle espéce téléomorpheldehoderma virensTres utilisée

1

121
181
241
301
361
421
481
541

LOMY 786

TCGGGTATTCCTACCT GATCCGAGGTCAACATTTCAGAAGT TTGGGGTGT TTAACGGCTG 60

61 TGGACGCGCCGCGCTCCCGATGCGAGT GTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGECEA 120
GACCGCCACTGTATTTCGGGEECCGECCCCGTAAAGGGCCGAT CCCCAACGCCGACCCeee 180
GGAGGGGT TCGAGGGT TGAAAT GACGCT CGGACAGGCAT GCCCGCCAGAATACT GGCGGG 240
CGCAATGTGCGT TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCG 300
CATTTCGCTGCGT TCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGT TGTTGAAAGTTTTGAT 360
TCATTTTCGAAACGCCCACGAGGGGCGCCGAGAT GGCTCAGATAGTAAAAAACCCGCGAG 420
GGGGTATACAATAAGAGT TTTGGT TGGT CCTCCGECGGGECGECCT TGGT CCEEEECTGCGA 480
CGCACCCGGEECAGAGAT CCCGCCGAGGCAACAGT TTGGTAACGT TCACATTGGGTTTGG 540
GAGTTGTAAAACT CGGTAATGATCCCTCCGCAGGT TCACCTACGGAGG

589

Figure 72: Séquence nucléotidique de la région IT&e la souche LOMY 786.
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4- Discussion

Le séquencage total des régions ITS1, ITS2, de gemsomal 5.8S et partiel des
genes ribosomaux 18S et 28S nous a permis de tEliteis espece des champignons
filamenteux isolés des Maasras marocaines. S&3a®uches représentatives de la collection
de départ de 134 souches, nous sommes parvenupldieanfADN de 39 souches et

identifier 37 souches (tableau 47).

Tableau 47: Résultats d'identification moléculairedes souches regroupées par genre.

Souches Identification Identification moléculaire (% similarité)
morphologique
LOMY 807 Acremoniunsp. Fusarium sporotrichioide$98 %)

Fusarium kyushueng88 %)
ZNM 20 Aspergillus awamori Aspergillus tubingensi©8 %)
Aspergillus niger(98 %)
ZNM 9 Aspergillus awamori Aspergillus tubingensi€@8 %)
Aspergillus nigeir(98 %)
ZNM 10  Aspergillus carbonarius Aspergillus tubingensi©8 %)
Aspergillus nige 98 %)
ZNM 85 Aspergillus carbonarius Aspergillus nigeir(98 %)
Aspergillus foetidug98 %)

Aspergillus awamor{98 %)

ZNM 1 Aspergillus flavus Aspergillus oryza€98 %)
Aspergillus flavus(98 %)

ZNM 102 Aspergillus flavus Aspergillus oryza€98 %)
Aspergillus flavus(98 %)

ZNM 109 Aspergillus flavus Aspergillus oryza€98 %)
Aspergillus flavus(98 %)

H1 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatug36 %)

LOMY 1 Aspergillus fumigatus Aspergillus oryza€98 %)

Aspergillus flavus(98 %)
ZNT 15 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatugd5 %)
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Souches

ZNT 16
LOMY 791

ZNM 13

LOMY 367
LOMY 803

LOMY 840

LOMY 855

LOMY 788
LOMY 794
LOMY 837
LOMY 781
LOMY 782
LOMY 806
LOMY 815

LOMY 841

LOMY 846

Tableau XLVII (suite)

Identification
morphologique
Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger

Aspergillus niger

Aspergillus ochraceus

Geotrichumsp.

Geotrichumsp.

Geotrichumsp.

Mucor sp.

Mucor sp.

Mucor sp.
Penicilliumsp.
Penicilliumsp.
Penicilliumsp.

Penicilliumsp.

Penicilliumsp.

Penicilliumsp.

Identification moléculaire (% similarité)

Aspergillus fumigatué38 %)
Aspergillus nigeir(98 %)
Aspergillus foetidug98 %)
Aspergillus awamor{98 %)
Aspergillus tubingensi€©8 %)
Aspergillus nige 98 %)
Aspergillus ochraceu@®7 %)

Galactomyces geotrichu(88 %)
Dipodascus australiens{®7 %)

Galactomycegeotrichum(98 %)
Dipodascusaustraliensig97 %)

Fusarium redoleng(99 %)
Fusarium oxysporun®8 %)
Fusarium annulatun98 %)

Mucor racemosug97 %)

Thanatephorus cucumer{&00 %)
Mucor fragilis (98 %)

Penicillium citrinum(98 %)

Paecilomyces varioti{97 %)
Paecilomyces varioti{100 %)
Penicillium expansur(iL00 %)
Penicillium communél00 %)
Penicillium expansur(il00 %)
Penicillium commun€100 %)

Penicillium griseoroseuril00 %)
Penicilliumexpansun{100 %)
Penicilliumcommung100 %)

Penicillium griseoreaeum(100 %)
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Souches

LOMY 848

ZNM 83

ZNM 86

ZNM 89

ZNM 60

ZNM 92

ZNM 75

KLM 166
Lomy 786
Lomy 785

Tableau XLVII (suite)

Identification
morphologique
Penicilliumsp.

Penicilliumsp.

Penicilliumsp.

Penicilliumsp.

Penicillium verrucosum

Penicillium verrucosum

Penicillium viridicatum

Rhizopussp.
Trichodermasp.

Ulocladiumsp.

Identification moléculaire (% similarité)

Penicillium expansur(il00 %)
Penicillium commun€l00 %)

Galactomyces geotrichu(88 %)
Dipodascus australiens(®7 %)
Galactomyces geotrichu(@8 %)
Dipodascusaustraliensig97 %)
Penicillium expansur(iL00 %)
Penicillium communél00 %)
Penicilliumgriseoroseun{100 %)
Penicilliumexpansun{100 %)
Penicilliumcommung100 %)
Penicilliumgriseoroseun{100 %)
Penicilliumexpansun{100 %)
Penicilliumcommung100 %)
Penicilliumgriseoroseun{100 %)
Penicillium expansur(il00 %)
Penicillium commun€100 %)
Penicilliumgriseoroseun{100 %)
Rhizomucor pusillug100 %)
Trichoderma viren$99 %)

Ceratocystis adiposd99 %)

On constate une concordance au niveau du genre l8dantification moléculaire et

celle établie selon l'approche morphologiqgue cheé % de souches. Cependant, la

congruence entre I'espéce morphologique et mol&euksse encore a désirer. Ceci pourrait

étre expliqué, d’'une part, soit par le fait quéditification morphologique établie se limite

souvent au niveau du genre, soit par une ideniibicaerronée de I'espéce. D’autre part,

l'identification moléculaire pourrait aussi étresaien question.
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L’analyse des séquences de certaines soucheseapgdrau genrBenicilliumdonne
un pourcentage de similarité de 100 % entre leseaesgpexpansum commune et
griseoroseumCelui du genréispergillusest de 98 % de similarité entre I'espérgzaeet
flavus C’est également le cas pour les especeBudarium: sporotrichioides, kyushuense,
pulverosum, redolens, oxysporet annulatumavec un pourcentage de similarité de 98 et
97 %. Cequi n’est guére discriminant et nous incite a neetin question la robustesse de la
précision de I'espéce de certaines souches.

Face a cette situation, nous avons tenté de podasantage I'analyse des séquences
en question en faisant appel a la phylogénie poiguxn affiner notre identification
(Figure 75). Or, elle n’a pas donnée les résuéiat®mptés.

La difficulté que nous avons rencontrée pour lend&ation de I'espéce de certaines
souches nous a incité a faire la quéte de soluptessibles. Dans ce qui suit, nous allons

présenter également quelques facteurs vraisembiahtea I'origine de ces résultats.

Le séquencage automatique des amplifiats d’ADNaesbmpagné par un bruit de
fond de I'appareil séquenceur. Des perturbation® sdors engendrées au niveau de la
correspondance entre les bases nucléotidiqguessepits du chromatogramme. Lors de
'analyse par le logiciel Chromas, nous nous retoms contraints & supprimer les parties de
la discordance située au début et a la fin de daesice (Figure 73). Cette suppression peut
atteindre une cinquantaine de bases. Ce qui seitt@entuellement par des répercussions
sur l'aptitude de la délimitation de I'espéce, puis la taille de la séquence se trouve

fortement réduite.

Les données génétiques correspondant a certaingarganismes fongiques ne
proviennent pas forcément de souches types aydnt'dhjet d’études approfondies et
bénéficiant de 'unanimité de la communauté sciigpi. De méme, elles n'appartiennent pas
a des collections internationalement reconnuesstejue : American Type Culture Collection
(ATCC), Collection de I'Institut Pasteur (CIP), dapCollection of Microorganisms (JCM) ou
Deutsch Sammlung von Mikroorganismen und Zellkeltu GmBh (DSMZ2).
L'identification devient assujettie a quelques igmpsions. Ce constat révele que la
consultation de ces banques peut conduire et aplainent conduit a des erreurs concernant

l'identification d’espéces. Les travaux de Turemtal. (2001) ont montré que, sur soixante-
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dix-neuf séquences d’ADNr 16S du geriviycobacterium seules 23 % présentaient une
similarité de 100 % avec les séquences de GENBARKmMI les séquences d’ADNr 16S de
mycobactéries, vingt-et-une faisaient référencesarsbms d’espéces non validés.

C’est vrai que la mise en commun de données esitaut formidable des banques
dites généralistes comme GENBANK, mais la librensisgion des séquences et de leurs
caractéristiques par les auteurs conduit a deséicigions, des omissions, voire méme des

erreurs tant au niveau des séquences que des ammata

BK Chromas - 785_IT54

! Sample: T85/ITS4

T T A S c ¥ A B & & A H G B N & e M N B W GH A A

|\‘ " i \
A
| \./ \
DAL

Figure 73: Interface du logiciel Chromas montrant.La partie de la séquence a supprimer(a droite).

L’amplification de la région ITS pourrait bien éeimiment étre entreprise par des
amorces autres que ITS1 et ITS4. Larenal., (1999), ont noté que l'utilisation des paires
d’amorces ITS5-ITS4A et ITS1F-ITS4A pour 'ampliditon de la région ITS a conduit a une

meilleure discrimination au sein dascomyceteffigure 74).

NS3 ITSIF ITSS ITSI T3
: = ITS1 ITS 2
188 ——s8s———| 288
M54 ITS2 ITS4  1TS4B
ITS44

Figure 74: Représentation schématique de la régioADNr avec les positions des nouvelles amorces
ITS1F et ITS4A.
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Figure 75: Arbre phylogénique réalisé avec I'algothme du voisin le plus proche (Neighbor Joining) et
basé sur I'analyse de la séquence de la région I8 la souche LOMY 807 et les séquences de
ses voisins les plus proche provenant de GENBANK els chiffres indiquent la valeur de
boostrap de chaque nceud.
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RESULTATS ET DISCUSSION

L’approche commune utilisant la méthode de PCR pewlétection moléculaire des
champignons filamenteux s’effectue en amplifiart ¢&nes d’ARNr (Kappet al, 1996;
Vanittanakomet al, 2002; Zhouet al, 2000), qui sont hautement conservés et présents e
multiples copies dans le génome fongique. Les tatsulnsatisfaisants du séquencage des
génes de I'ARNr 18S et 28S denicillium expansumont mené Marelet al, (2003) a
sélectionner une paire d’amorces (PEF) sens et XP&Risens basées sur le géne
polygalacturonasePepgld codant pour I'enzyme responsable de la pourritie® fruitS (Yao
et al, 1996; Yacet al, 1998). L'amplification d’'une région conservétirtérieur de ce gene

a montré la spécificité de ces amorces (figure 76).

3 4 65 68 ¥ 8 9 1011121314 151617 1819 20

Figure 76: Amplification de 'ADN de quelques espées dePenicillium et d’E. coli révélée sur gel
d’agarose

Les couloirs du gel sont définis comme suit : pistenarqueur de poids moléculaire 1
kb-plus ladder ; 2 P. expansunml32; 3:P. expansumi6; 4 :P. expansumM-8; 5: P.
expansunC-1; 6 :P. expansunFRR 1600; 7 P. expansunNRRL 2304; 8 :P. expansum
1745; 9:P. expansuml801; 10 :P. expansuml835; 11 :P. expansum2220; 12 :P.
expansunm2350; piste 13Penicillium roqueforti 14 : Penicillium solitum 15 : Penicillium
eschinulatum 16 : Penicillium crustosum 17 : Penicillium commurie 18 : Penicillium

notatum 19 :Penicillium chrysogenun?0 :E. coli.

A l'instar de ces résultats, nous croyons fort ueecherche d’amorces spécifiques a
un géne particulier pourrait étre la solution ptaurdiscrimination de I'espéce des souches
difficilement identifiables par les amorces unieties.
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Conclusion générale

Dans le cadre du stage du mémoire de fin d’étubesus a été confié d’'identifier des
souches de champignons filamenteux isolées dessplde grignons d'olive et des margines,
lors des compagnes oléicoles 2003-2004 et 2004-2bD%utilisant les techniques de la
biologie moléculaire. Ces souches ont été idessficauparavant suivant I'approche
morphologique par I'équipe de recherche de I'lAVsBi@n Il, Rabat, Maroc et I'IRD,
Marseille, France. Et ce dans le cadre du PRAD1&)4sur la biodiversité des moisissures

dans les unités traditionnelles de trituration adless ‘Maasras’ au Maroc.

D’'une maniere trés générale, lidentification mol&ire des genres fongiques
concorde avec celle établie morphologiquement tes travaux précédents. Quant a la

congruence entre I'espece moléculaire et morphglagielle mérite d’étre approfondie.

La technique de PCR couplée au séquencage, largep@iquée pour l'identification
des souches de champignons filamenteux, nous adiiaentifier 37 souches appartenant
aux genres :Aspergillus Penicillium Paecilomyces Fusarium Mucor, Rhizomucor

GalactomycesCeratocystisDipodascusThanatephorugt Trichoderma

Les résultats obtenus démontrent l'intérét de capjgroche dans le domaine agro-
industriel tant en terme de délai et de qualité dpisimplicité d’identification. Des retombées
sont notamment attendues dans le domaine des lmamiegies (production d'enzymes,
d'acides organiques et d'antibiotiques). Le consatauan est de plus en plus exigeant sur la
gualité des aliments qu'il consomme. L'ouverture aerchés impose aux entreprises des
exigences séveres en matiere d'hygiéne des alimdimsde répondre a cette problématique,
les cadres de ce secteur doivent disposer de methagides, en I'occurrence les outils de
biologie moléculaire, leur permettant d'évalueglalité et la sécurité de leurs produits. Le
secteur de I'alimentation, en particulier celul’aile d’olive doit plus que jamais apporter la
preuve de la qualité et de la sécurité de ses fisodu

Dans ce cadre d’application, les banques de ségsescnt un élément clef et
incontournable de lidentification. Or, quelquesultats obtenus a partir de la banque de
données GenBank de NCBI présentent certaines donfusCeci est di, d’'une part, a la

double classification que connait la systématiquegigue. Ainsi,Trichoderma virens est
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appelée égalementypocreavirensquand il s’agit de la forme téléomorph&autre part, les
noms des genres et des espéces listés aprés lssiomaes séquences au logiciel Blast ont
souvent des noms obsolétes et/ou plusieurs synanighest le cas deenicilliumexpansum

et Penicillium crustosum

Ces bases de données contiennent outre les dogééétiques de souches types, les
séquences de souches dont les travaux aboutistaunt @ealisation ne sont pas publiés et/ou

faisant référence a des noms d’especes non validés.

Au terme de notre travail et au vu de nos résultats suggérons ce qui suit :

Afin d’éviter la suppression d’un grand nombre deléotides et de comparer ainsi la
séquence en sa quasi-totalité, il est préférabéelgséquencage soit effectué dans les deux
sens.

L’approche de type multilocus est, a notre senspmenandable. L’utilisation
combinée des séquences de plusieurs génes pemamgtEnter la capacité de discrimination

des especes.

En amont de ces techniques moléculaires combiamplification et séquencage, le
développement d'outils bio-informatiques adaptéspesnordiale. D’ou la nécessité de la
construction de banques de données dites « propcesiportant des séquences parfaites,
sans ambiguité, de taille normalisée avec un systédannotation homogeéne.
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