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Certains champignons, notamment les Ascomycètes, peuvent synthétiser des métabolites 

secondaires toxiques pour les hommes et les vertébrés, appelés mycotoxines. Étant donné que 

la présence de ces champignons dans les aliments de base constitue un risque potentiel pour la 

santé humaine et animale, les aliments de base sont éliminés lorsqu'ils sont contaminés. La 

section Flavi est un des groupes de champignons les plus importants du point de vue 

économique et sanitaire car il comprend des espèces productrices de mycotoxines. Parmi les 

mycotoxines produites par ce groupe se trouvent les aflatoxines (AF), considérées comme une 

préoccupation majeure en raison de leurs effets délétères chez les vertébrés. Les espèces de la 

section Flavi se développent principalement dans les régions tropicales et subtropicales car elles 

bénéficient de conditions environnementales optimales. De plus, les conditions de récolte et de 

stockage sont souvent inappropriées, favorisant ainsi leur développement. Dans les régions 

tempérées, ces espèces se rencontrent moins fréquemment. Cependant, le réchauffement 

climatique pourrait favoriser leur colonisation. L'identification des espèces d'Aspergillus de la 

section Flavi est un défi, en raison de l'inter- et intra-variabilité des caractères. Par conséquent, 

l'utilisation d'une seule méthode d'identification (caractérisation morphologique, moléculaire 

ou du profil des métabolites secondaires) est insuffisante. Inversement, le développement 

d'outils moléculaires a facilité la tâche. Le but de notre étude était de déterminer les relations 

entre les espèces d'Aspergillus de la section Flavi à partir de différents marqueurs moléculaires 

(ITS, benA, cmdA, amdS, préA, perB, ppgA, aflP, gènes Mat1), puis d'identifier ceux qui 

permettent une classification des espèces par inférence phylogénétique. L'utilisation de 

l'inférence phylogénétique dans cette étude a montré qu'il s'agit d'une approche robuste pour 

identifier les espèces d'Aspergillus de la section Flavi. En effet, l'ajout de marqueurs 

moléculaires a permis de confirmer le placement phylogénétique des espèces dans la section 

Flavi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résumé   Résumé  

2 

 

Abstract : 

Some fungi, especially Ascomycetes, can synthesize secondary metabolites toxic to humans 

and vertebrates, called mycotoxins. Since the presence of these fungi in staple foods poses a 

potential risk to human and animal health, staple foods are eliminated when contaminated. The 

Flavi section is one of the most important groups of fungi from an economic and health point 

of view because it includes species that produce mycotoxins. Among the mycotoxins produced 

by this group are the aflatoxins (AFs), which are considered to be of major concern due to their 

deleterious effects in vertebrates. The species of the Flavi section thrive mainly in the tropics 

and subtropics because they benefit from optimal environmental conditions. In addition, 

harvesting and storage conditions are often inappropriate, thus favoring their development. In 

temperate regions, these species are found less frequently. However, global warming could 

favor their colonization. The identification of Aspergillus species from the Flavi section is a 

challenge, due to the inter- and intra-variability of characters. Therefore, the use of a single 

identification method (morphological, molecular or secondary metabolite profile 

characterization) is insufficient. Conversely, the development of molecular tools has made the 

task easier. The aim of our study was to determine the relationships between Aspergillus species 

of the Flavi section from different molecular markers (ITS, benA, cmdA, amdS, preA, perB, 

ppgA, aflP, Mat1 genes), then from identify those which allow a classification of species by 

phylogenetic inference. The use of phylogenetic inference in this study showed that this is a 

robust approach to identify Aspergillus species from the Flavi section. Indeed, the addition of 

molecular markers made it possible to confirm the phylogenetic placement of the species in the 

Flavi section. 
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 :ملخصال

 لفقاريات تسمىواثانوية سامة للإنسان ال الأيضيةمستقلبات التصنيع الزقية  الفطريات وخاصة الفطرياتيمكن لبعض 

 تموالحيوان ييشكل خطرا محتملا على صحة الإنسان  لان وجود هذه الفطريات في الأطعمة الأساسية الفطرية، نظراالسموم 

من اهم مجموعات الفطريات من الناحية الاقتصادية  Flaviمجموعة  تلوثها، تعتبر الأساسية عندالتخلص من الأطعمة 

 الفطرية.يشمل الأنواع التي تنتج السموم  لأنه والصحية

 ثارهاآمصدر قلقل كبير بسبب  الافلاتوكسينات والتي تعتبرهي ا هذه المجموعة من بين السموم الفطرية التي تنتجه

  .الضارة في الفقاريات

يئية تستفيد من الظروف الب لأنهابشكل رئيسي في المناطق الاستوائية و شبه الاستوائية  Flaviمجموعة  أنواعتزدهر 

فان ظروف  الحصاد و التخزين غالبا ما تكون غير مناسبة مما يساعد على تنميتها في المناطق ,ذلك  إلىالمثلى بالإضافة 

ديد أنواع يعد تح, يفضل استعمارهم أنفان الاحتباس الحراري يمكن توجد هذه الأنواع بشكل اقل تواترا و مع ذلك .المعتدلة 

 ماتسلذلك فان استخدام طريقة تحديد واحدة ) تحديا بسبب التباين داخل و بين  الخصائص  Flavi مجموعةالرشاشيات من 

ر ( غير كاف على العكس من ذلك فان تطوي ةالثانوي خصائص المستقلبات الأيضية  أو ةالجزيئيالصفات  أو مورفولوجية 

 من Flaviمجموعة الهدف من دراساتنا هو تحديد العلاقات بين أنواع الرشاشيات في ,الجزيئية جعل المهمة اسهل  الطرق

و من (ITS, benA, cmdA, amdS, préA, perB, ppgA, aflP, gènes Mat1) العلامات الجزيئية  خلال استعمال 

ي فالنشوء و التطور اظهر استخدام الاستدلال الوراثي  لتي تسمح بالتصنيف من الأنواع عن طريق الاستدلال ثم تحديد تلك ا

و بالفعل فان إضافة الواسمات الجزيئية جعلت , Flaviمجموعة هذه الدراسة أن هذا نهج  قوي لتحديد أنواع الرشاشيات من 

.  Flavi  مجموعة وء و التطور للأنواع فيمن الممكن تأكيد  موضع النش
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Introduction générale    

La qualité des approvisionnements alimentaires a toujours été un problème dans les sociétés 

humaines. Avoir accès à des l'approvisionnement alimentaire est nécessaire pour éviter les 

risques potentiels pour la santé humaine et animale. Certains champignons, en particulier 

d'Ascomycètes, sont capables de synthétiser une pléthore de produits dans le cadre de leur 

métabolisme, certains d'entre eux toxiques pour les humains et les vertébrés, appelés 

mycotoxines. La présence omniprésente de champignons dans les agrafes ne peuvent être 

évitées, ainsi, leur présence devient un risque potentiel pour la santé des humains et Bétail.  

Les champignons sont le deuxième plus grand groupe d'organismes eucaryotes sur terre avec 

des estimations allant 1,5 à 5,1 millions d'espèces (Hawksworth 2001, Blackwell 2011) et 

seulement environ5 à 6 % d'entre eux ont été décrits (Dulla et al. 2016). Ils ont des rôles 

essentiels dans le cycle des nutriments, la santé végétale et animale, la décomposition 

organique, la protection de l'environnement protection et symbioses mutualistes obligatoires 

avec les plantes, les algues et les cyanobactéries (Gadd, 2013 ; Grossart et al, 2016). 

Aspergillus section Flavi est l'un des groupes de moisissures les plus importants 

économiquement ; leur les effets néfastes sont un problème de santé publique important, de plus 

la stabilité de sa taxonomie est préoccupante sur le plan pratique (Geiser et al, 2007 ; Pildain et 

al, 2008). 

La section contient des espèces capables de produisent plusieurs mycotoxines, parmi 

lesquelles les aflatoxines sont une préoccupation majeure car leur effets chez les vertébrés 

(IARC 2002). 

La classification d'Aspergillus a subi plusieurs modifications au cours des dernières années 

en utilisant différentes approches visant à regrouper le nombre croissant d'espèces selon leur 

phylogénétique relation (Scheidegger et Payne 2003). 
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La classification d’Aspergillus était traditionnellement basée sur traits morphologiques, et 

s'est aujourd'hui étendu pour inclure le profil métabolique secondaire et approches 

moléculaires. 

  Ce mémoire se concentrera sur approches moléculaires de la section Flavi pour L'objectif 

général de était d'identifier les marqueurs moléculaires qui permettent caractérisation 

appropriée au niveau de l'espèce dans Aspergillus section Flavi.et pour distinguer entre 

Espèces du la section Flavi qui produisent et non produisent des mycotoxines et se trouvent 

dans divers alimentaire, évitant ainsi ses risques. 

Le présent travail est structuré en deux grands chapitres :    

Chapitre I : généralités sur la biologie moléculaire. 

    Chapitre II : Étude moléculaire d’Aspergillus section Flavi



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE I :  

GENERALITES SUR LA BIOLOGIE 

 MOLECULAIRE 
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Chapitre I : Généralités sur la biologie moléculaire : 

Introduction  

La fonction capitale de l'ADN d'une cellule vivante est de contenir l'information génétique 

nécessaire au fonctionnement cellulaire. (ALBERTS et al ; non daté) 

Cette molécule porte la plupart des instructions génétiques utilisées dans le développement, 

le fonctionnement et la reproduction de tous organismes vivants connus et de nombreux virus. 

(ALBERTS et al, 2002) 

I. Support de l'information génétique : 

Toutes les cellules vivantes sur la Terre stockent leur information génétique sous forme de 

molécules d’ADN. (ALBERTS et al ; non daté) 

La plupart de l'ADN est situé dans le noyau de la cellule, mais une petite quantité d'ADN 

peut également être trouve dans les mitochondries. (Tariku, 2018) 

1.1. Composition chimique de l'ADN 

Les acides nucléiques (ADN et ARN) sont des macromolécules composées d’un 

enchaînement d’unités structurales appelées nucléotides. (Abderrahman et al, 2018) 

L’ADN est un acide nucléique bicaténaire, c’est-à-dire constitué de deux brins associés par 

des liaisons hydrogène (MAFTAH et al, 2018) 

Chaque monomère d’un simple brin d’ADN – c’est-à-dire chaque nucléotide – est constitué 

de deux parties : un sucre (désoxyribose) auquel est attaché un groupement phosphate, et une 

base qui peut être soit l’adénine (A), soit la guanine (G), soit la cytosine (C), soit la thymine 

(T) (ALBERTS et al ; non daté) 
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Donc, Chaque acide nucléique contient quatre bases. Trois d’entre elles (adénine, cytosine 

et guanine) sont communes à l’ADN et l’ARN, la quatrième diffère. On trouve la thymine dans 

l’ADN et l’uracile dans l’ARN. La différence entre ces deux bases porte uniquement sur le 

carbone n° 5 (avec ou sans CH3). On trouve deux catégories de bases : 

– les purines constituées de deux cycles aromatiques ; 

– les pyrimidines constituées d’un seul cycle aromatique. 

Les atomes de carbone et d’azote des cycles aromatiques sont numérotés de 1 à 9 (bases 

puriques) et de 1 à 5 (bases pyrimidiques). Les flèches bleues indiquent la liaison qui se produit 

entre la base et le sucre. (PHILIPPE, 2018) 

Les atomes des bases (C et N) portent les chiffres 1 à 6 pour les pyrimidines et 1 à 9 pour les 

purines, alors que les atomes C du pentose portent les chiffres 1’ à 5’. Le signe prime ajouté à 

ces derniers les distingue de ceux des bases. L’ose, par son carbone 1’, établit une liaison N-

glycosidique avec l’azote 1 des pyrimidines ou l’azote 9 des purines. Par son carbone 5’, il 

forme une liaison ester avec un premier groupe phosphate (désigné pour cette raison phosphate 

a). Ce dernier peut former des liaisons anhydride d’acide (Fig. 1-3) avec des groupes phosphate 

b et g ou des liaisons ester avec un groupe OH porté par le carbone 3’ du pentose précédent  

(MAFTAH et al, 2018) 
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Figure 1: Structures chimiques des bases puriques (Adénine, Guanine) et des bases 

pyrimidiques (Cytosine, Thymine, Uracile) des acides (MAFTAH et al, 2018) 

       La structure secondaire du DNA est telle que les deux brins sont enroulés l’un autour de 

l’autre. Chacun des deux brins est orienté (5’→3’) dans le sens opposé à celui de l’autre brin 

(3’→5’). On dit qu’ils sont antiparallèles. 

• Les bases azotées sont tournées vers l’intérieur de la double hélice de façon à ce que 

chacune s’hybride avec une base de l’autre brin (A avec T, C avec G, etc..). On dit que les bases 

successives de chacun des brins sont complémentaires. 

• La double hélice a un « pas » de 3,4 nm c’est à dire qu’il y a environ 10 paires de nucléotides 

pour chaque tour d’hélice. (HOUSSET et RAISONNIER, 2009). 
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Figure 2: Structure des appariements complémentaires de deux brins antiparallèles d’ADN 

(MAFTAH et al, 2018) 

 

Figure 3: Illustration schématique qui représente l’enroulement des deux brins d’ADN 

(HOUSSET et RAISONNIER, 2009). 



                     Chapitre I : généralité sur la biologie moléculaire 

12 

 

1.2. Propriétés physico-chimiques de l’ADN : 

L’ADN possède plusieurs propriétés physico-chimiques qui sont : 

- La structure de la double hélice donne une nature fibreuse à la molécule d’ADN dont les 

propriétés sont exploitées dans de nombreuses expériences de biologie moléculaire : 

• Les alcools, et en particulier l’éthanol, précipitant les molécules d’ADN sous forme 

d’agglomérat en longues fibres. 

• La charge des molécules à pH physiologique est négative et directement proportionnelle 

à la longueur (nombre de nucléotides).  

- Quelle que soit l'origine de l'ADN, le nombre de purines est toujours égal au nombre de 

pyrimidines : [Pur] = [Pyr] ou encore [A] + [G] = [T] + [C], cette caractéristique est désignée 

sous le nom de règle de CHARGAFF 1940. 

- Les proportions ([A] + [T]) et ([G] + [C]) ne sont pas égales et varient de 35 à 75% selon 

l'ADN. 

- L’ADN présente une absorbance dans l’ultraviolet avec un maximum à 260nm. Quand il 

est dénaturé a une absorption à 260 nm plus élevée que l'ADN natif, d'un facteur 1,6. Cette 

propriété est appelée l'effet hyperchrome ou hyperchromicité (la fusion est accompagnée d’une 

augmentation de l’absorption de 40%). 

L'absorption de l'ADN natif, à 260 nm, en fonction de la température (courbe de fusion), 

présente l'allure d'une sigmoïde : le point d'inflexion de cette courbe, qui correspond à la demi-

variation d'absorbance, est la température de fusion de la molécule, notée Tm (melting 

temperature). 

-Lors d'un refroidissement lent, l'absorption suit la courbe de fusion en sens inverse. Lors 

d'un refroidissement rapide, l'absorption ne suit pas la courbe de fusion en sens inverse mais 

une autre courbe qui n'aboutit à la même valeur originale. 

-La température de fusion Tm de l’ADN est dépendante de la force ionique du milieu et 

qu'elle diminue lorsque cette dernière augmente (dans des milieux où [NaCl] > 1M). La valeur 
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de la température de fusion Tm est d'autant plus élevée que le pourcentage de bases G+ C est 

grand (TAFININE, 2018) 

II. Expression de l'information génétique : 

Pour remplir sa fonction de porteur d’information, l’ADN doit faire plus que juste se 

recopier. Il doit aussi exprimer cette information, c’est-à-dire permettre à cette information de 

guider la synthèse d’autres molécules dans la cellule. Cette expression se produit dans tous les 

organismes vivants grâce au même mécanisme, conduisant d’abord et avant tout à la synthèse 

de deux autres classes de polymères clés : les ARN et les protéines. (BRUCE et al, non daté) 

2.1. Processus de réplication ou étapes de la réplication de l'ADN 

1. Initiation 

Selon BERG et al (2002) dans une cellule, la réplication de l'ADN commence à des 

emplacements spécifiques, ou des origines de réplication, dans le génome. 

Les séquences utilisées par les protéines initiatrices ont tendance à être « riches en AT » 

(riches dans les bases adénine et thymine), car les paires de bases AT ont deux liaisons 

hydrogène (plutôt que les trois formées dans une paire CG) qui sont plus faciles à décompresser 

(JOHNSON, 2015), Une fois l'origine localisée, ces les initiateurs recrutent d'autres protéines 

et forment la pré-réplication complexe, qui décompresse l'ADN double brin. (TARIKU, 2018) 

Les brins séparés de l’ADN sont stabilisés sous forme simple brin grâce à la fixation de 

protéines appelées SSB (pour « single strand binding »). Ces protéines SSB empêchent les deux 

brins d’ADN de se réapparier. (DAKAR, 2006) 

2.Élongation : 

Déroulement de l'ADN à l'origine et synthèse de nouveaux brins entraîne une croissance 

bidirectionnelle des fourches de réplication à partir de l'origine. une nombre de protéines sont 

associées à la fourche de réplication qui aide en termes d'initiation et de poursuite de la synthèse 

de l'ADN. Plus particulièrement, l'ADN polymérase synthétise le nouvel ADN en ajouter des 

nucléotides complémentaires au brin matrice. (DAKAR, 2006) 
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La fourche de réplication est une structure qui se forme au sein du noyau lors de la réplication 

de l'ADN. Il est créé par des hélicases, qui rompre les liaisons hydrogène qui maintiennent les 

deux brins d'ADN ensemble. La structure résultante a deux "branches" ramifiées, chacune 

constitué d'un seul brin d'ADN. Ces deux brins servent de modèle pour les brins avant et arrière, 

qui sera créé comme l'ADN polymérase correspond à des nucléotides complémentaires aux 

modèles ; les modèles peuvent être correctement appelés les modèle de brin principal et le 

modèle de brin retardé. L'ADN est toujours synthétisé dans le sens 5' vers 3', Depuis le leader 

et les modèles de brins retardés sont orientés dans des directions opposées à la fourche de 

réplication. 

 Le brin principal : est le brin d'ADN naissant qui est étant synthétisé dans le même 

sens que la réplication croissante fourchette. Une polymérase « lit » le modèle de brin principal 

et ajoute nucléotides complémentaires au brin leader naissant sur une base continue. 

 Le brin retardé : est le brin d'ADN naissant dont la direction de synthèse est opposée 

à la direction de la réplication croissante fourchette. 

Le brin retardé est synthétisé en segments courts et séparés. Au la matrice de brin en retard, 

une primase « lit » l'ADN matrice et initie la synthèse d'une courte amorce d'ARN 

complémentaire. UNE L'ADN polymérase étend les segments amorcés, formant Okazaki 

fragments. Les amorces d'ARN sont ensuite retirées et remplacées par L'ADN et les fragments 

d'ADN sont reliés entre eux par l'ADN ligase. (TARIKU, 2018) 

3. La terminaison : 

Les fragments d’ADN deviennent contigus et sont soudés les uns aux autres par 

l’intervention d’une enzyme qui est une DNA-ligase. (DAKAR, 2006) 
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Figure 4: Mécanisme de la réplication (Ag Belarbi-,2019) 
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2.2.Étapes de la réplication de l'ADN chez les eucaryotes : 

1. Les origines de réplication 

Chez tous les eucaryotes, la réplication démarre au niveau de sites spécifiques appelés « 

origines de réplication ». Chez les eucaryotes supérieurs, les caractéristiques des origines de 

réplication ne sont pas clairement établies, bien qu’une étude récente mette en évidence la 

présence de motifs nucléotidiques spécifiques autour des origines de réplication (CAYROU et 

al, 2011) 

2. L’initiation de la réplication : 

Le processus de réplication débute en G1 avec la fixation séquentielle aux origines de 

plusieurs protéines qui forment le complexe pré-réplicatif (pré-RC). A la transition G1/S, 

l’action des S-CDK (CDKs spécifiques de phase S) et de DDK (DBF4-dependent kinases) 

permet le recrutement de facteurs d’initiation au niveau des origines, l’ouverture de l’ADN et 

l’engagement des ADN polymérases réplicatives (LABIB, 2010). 

3. L’élongation de la réplication : 

L’ADN polymérase _ associée à la primase initie une courte amorce d’ARN, qui va 

permettre la synthèse initiale d’ADN. Le complexe RFC se lie à la jonction entre l’amorce et la 

matrice et catalyse le recrutement de PCNA (Pol30 chez S cerevisiae) qui encercle l’ADN. 

PCNA sert de plateforme au niveau de la fourche de réplication dans le but de coordonner la 

réplication avec plusieurs autres mécanismes tels que l’assemblage des nucléosomes ou 

l’établissement de la cohésion (MOLDOVAN et al, 2007). Les polymérases Pol_ ou Pol_, plus 

processives que Pol_, sont alors recrutées pour synthétiser la majorité de l’ADN. Ces 

polymérases possèdent une activité 3’-5’exonucléase de « proof-reading » qui réduit fortement 

les erreurs d’incorporation de nucléotides. Les deux brins d’ADN sont synthétisés par des 

mécanismes différents. Le brin précoce est synthétisé de façon continue dans le sens 5’-3’ par 

Pol (PURSELL et al, 2007). Le brin retardé orienté 3’-5’ est synthétisé de manière discontinue, 

par Pol_ sous forme de fragments d’Okazaki, dans le sens inverse de progression de la fourche 

(NICK MCELHINNY et al, 2008). Les fragments d’Okazaki sont ensuite maturés et fusionnés 
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par l’ADN ligase I (Cdc9 chez S. cerevisiae). Bien que la synthèse des deux brins ait lieu en 

sens opposé, la fourche forme un seul complexe homogène : le réplisome. (Julien, 2011) 

4. Le checkpoint de réplication : 

Chez tous les eucaryotes, le checkpoint de réplication (CR) empêche le désassemblage (ou 

10 collapse) des fourches de réplication arrêtées et ralentit la progression en phase S (NYBERG 

et al, 2002). En l’absence du checkpoint de réplication l’arrêt des fourches induit par des agents 

génotoxiques comme l’Hydroxyurée (HU) ou le Methyl MethaneSulfonate (MMS) est 

irréversible (LOPES et al, 2001 ; TERCERO and DIFFLEY, 2001). Ceci est dû à la formation 

d’intermédiaires de réplication anormaux (SOGO et al, 2002). Le checkpoint stabilise les ADN 

polymérases des fourches arrêtées et empêche le désassemblage du réplisome (LOPES et al, 

2001 ; TERCERO et al, 2003). 

 

Figure 5: La replication chez les eucaryotes (AG BELARBI-,2019) 

2.3.Étapes de la réplication de l'ADN chez les procaryotes : 

L’ADN procaryote est circulaire et présente une seule origine de réplication. 

Le temps nécessaire à la réplication du chromosome d’E coli est rapide et peut descendre à 

40 minutes. (AG BELARBI-,2019) 
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La plupart des bactéries ne passent pas par un cycle cellulaire bien défini mais au lieu de 

cela, copiez continuellement leur ADN ; lors d'une croissance rapide, cette peut entraîner la 

survenance simultanée de plusieurs séries de réplication. (SLATER, 1995) 

, la réplication d'ADN est régulée par plusieurs mécanismes, notamment : l'hémiméthylation 

et la séquestration de la séquence d'origine, le rapport de l'adénosine triphosphate (ATP) à 

l'adénosine diphosphate (ADP) et les niveaux de protéine DnaA. Tous ces contrôles la liaison 

des protéines initiatrices aux séquences d'origine Cet ADN hémiméthylé est reconnu par la 

protéine SeqA, qui lie et séquestre la séquence d'origine ; de plus, l'ADNA (nécessaire pour 

l'initiation de réplication) se lie moins bien à l'ADN hémiméthylé. Comme un résultat, les 

origines nouvellement répliquées sont empêchées immédiatement initier un autre cycle de 

réplication de l'ADN. (REECE et al, 1991) 

L'ATP s'accumule lorsque la cellule est dans un milieu riche, déclenchant La réplication de 

l'ADN une fois que la cellule a atteint une taille spécifique. ATP est en concurrence avec l'ADP 

pour se lier à l'ADNA, et le complexe DnaA-ATP est capable de lancer la réplication. Un certain 

nombre de protéines DnaA sont également requis pour la réplication de l'ADN. Chaque fois 

que l'origine est copiée, le nombre de sites de liaison pour l'ADNA double, nécessitant la 

synthèse de plus d'ADNA pour permettre une autre initiation de réplication. (TARIKU, 2018) 

 

 

Figure 6: La replication chez les procaryotes (AG BELARBI, 2019) 
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3 .La transcription : 

La transcription : c’est la production d’une copie de l’ADN en ARN messager (ARN = Acide 

RiboNucléique), qui a une structure chimique très proche. (PELIN PELIT et al, 2014) Et ensuite 

la conversion de cet ARN en protéine. Lorsque l'information génétique de l'ADN de chaque 

individu (généotype) est convertie en protéines, il révèle le caractère unique de l'individu 

caractères (phénotype). (GRIFFITHS et al, 2000) 

La transcription est initiée à partir de une région appelée promoteur, qui est d'abord liée par 

rapport protéines chez les bactéries et les eucaryotes. (GAGNIUC et al, 2013) 

 Promoteur : Promoteur qui sert de point de contrôle dans la régulation de la 

transcription des gènes est une région du segment d'ADN vers 5' prime du gène. Il compromet 

des éléments de des séquences d'ADN spécifiques reconnues par les protéines du facteur de 

transcription 

 Promoteurs procaryotes : Les promoteurs des procaryotes sont composés de deux 

courtes séquences du site de démarrage de la transcription qui sont situés en amont à -10 et -35 

pb (paires de bases) position. 

 Promoteurs eucaryotes : ces promoteurs s'étendent généralement vers 5' du gène et ont 

divers éléments éloignés du site de démarrage de la transcription. (PELIN PELIT et al, 2014) 

 

Figure 7: le Promoteur chez les procaryotes https:// spiralconnect.univ-lyon1.fr/spiral-files 
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3.1.Étapes de la transcription chez les procaryotes : 

1. L’initiation : 

L’ARN polymérase réalise la polymérisation de ribonucléotides face à un bras d’ADN de 5 

vers 3. Cette enzyme grâce à son facteur σ ; est capable d’assurer la reconnaissance de 

séquences spécifiques situées l’égerment en amant du point d’initiation de la transcription (+1). 

(PELIN PELIT et al, 2014) 

2. Elongation 

Le core-enzyme continue la polymérisation toute en déroulant l’ADN en aval et en le ré-

enroulant une fois la séquence copié. 

1. Les premiers nucléotides de la chaîne d'ARN formée, ne sont pratiquement jamais ceux 

que l'on retrouve dans l'ARN traduit. 

2. Des nucléases enlèvent quelques nucléotides ; parfois un clivage plus éloigné se produit. 

Ce qui sera important, en fait, c'est le codon d'initiation pour la traduction, et les séquences 

d'ARN permettant l'interaction avec le ribosome. (PELIN PELIT et al, 2014) 

3. La terminaison : 

La terminaison de la chaîne est assurée par des séquences particulières appelées signaux de 

terminaison. Un signal de terminaison est précédé par des sites dits de pause où la polymérase 

sera ralentie. Ces sites sont, soit des séquences riches en G-C, difficiles à ouvrir, soit des 

structures à caractère palindromique, c'est-à-dire présentant une symétrie (PELIN PELIT et al, 

2014) 

3.2.Étapes de la transcription chez les eucaryotes : 

La transcription eucaryote est plus compliquée. Il y a quelques raisons à cela complexant, 

avant L'enzyme ARN polymérase II commence la synthèse d'ARN, elle nécessite la liaison de 

nombreuses protéines au promoteur. Alors que certaines de ces protéines connues sous le nom 
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de transcription générale les facteurs se lient à l'ADN avant que l'enzyme ne se lie, certains 

d'entre eux se lient après la liaison de l'enzyme. 

Le matériel génétique des cellules chez les eucaryotes est stocké dans le noyau, la synthèse 

d'ARN a lieu dans le noyau et nécessitent d'être traités avant le transfert du noyau au cytoplasme 

Pour la traduction. Aussi, l'ADN génomique matrice est organisé en chromatine. Certaines 

structures de la chromatine peuvent empêcher l’accès à l'ADN. Cette caractéristique de la 

chromatine rend la régulation des gènes eucaryotes très mécanisme complexe. (GRIFFITHS et 

al, 2000 ; KUEHNER et al, 2011 ; HENTZE, 2001) 

4. La traduction : 

L’ARN est le messager de l’information génétique, et son message se traduit par la synthèse 

d’une protéine. Les protéines ainsi produites par l’organisme jouent des rôles physiologiques 

divers : rôle structural (membranes des cellules, etc.), biosynthèse de molécules indispensables 

à la vie (glucides, lipides, acides nucléiques), rôle de messagers (hormones) 

(GIOVANNANGELI, 

Les éléments nécessaires à la traduction : 

- l'ARNm qui indique, par un codage nucléotidique, l’ordre (ou séquence) des acides aminés 

qui seront incorporés dans la chaîne polypeptidique par le ribosome. 

- les ribosomes qui sont des organites cytoplasmiques constitués par l'assemblage de deux 

sous-unités protéiques (une grande et une petite) et d'ARNr. 

- les ARNt qui servent d'adaptateurs entre l'ARNm et l'acide aminé. Ils possèdent un site 

d'accrochage des acides aminés à leur extrémité 3' (séquence 5'-CCA-3') et un site appelé anti-

codon qui reconnaît le codon complémentaire sur l'ARNm. 
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Figure 8: ARNT molécule (GRIFFITHS, 2004). 

- les acides aminés qui vont se liés les uns aux autres (liaison peptidique) pour constituer la 

protéine. 

- une enzyme, l'aminoacyl-ARNt synthase, qui lier l'aminoacyl (ou acide aminé) à l'ARNt 

qui lui correspond. C'est ce complexe. (DAKAR, 2006) 

4.1. La traduction chez les procaryotes : 

1. Initiation : 

Le démarrage de la traduction se fait par l’association des ribosomes à un autre élément 

crucial. Il s’agit de l’ARNt. L’ARNt du premier codant est assez particulier. Il est appelé ARNt-

FMet initiateur ; ce dernier porte la Formylméthionine. 

L’ARNt-FMet va alors se fixer au niveau du site P de la petite sous unité 30 S du ribosome 

et il va se lier avec le codon AUG de l’ARNm. 

Après l’assemblage et la stabilisation, la grande sous unité 50S va s’associer à la sous unité 

30S pour former le complexe d’initiation de la traduction (LUCHETTA, 2009). 
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2. L’élongation : 

Après la formation du complexe d’initiation le site E et libre, le site P est occupé par l’ARNt-

fMet, le site A est libre (LUCHETTA, 2009). 

3. Terminaison 

Les facteurs de terminaison (RF) interviennent lorsque le site A du ribosome arrive à un 

codon stop. (LUCHETTA, 2009) 

4.2. La traduction chez Les eucaryotes : 

1. l’initiation : 

 Durant laquelle les sous-unités ribosomiques s’assemblent sur l’ARNm et se positionnent 

sur le codon d’initiation. (HELENE, 2012) 

2. L’élongation 

La protéine est synthétisée lors de l’élongation par ajout successif d’acides aminés au peptide 

en cours de synthèse. Chaque ajout peut être décrit comme un cycle de 4 étapes : 

a) Reconnaissance du codon par un ARNt aminoacylé. 

b) Accommodation de l’ARNt aminoacylé au site A. 

c) Transfert de la chaine peptidique présente au site P sur l’acide aminé au site A. 

d) Translocation : 

 De l’ARNm 

 De l’ARNt déacylé du site P au site E 

 De l’ARNt peptidyl du site A au site P (HELENE, 2012) 

3. La terminaison 

La terminaison se produit lorsqu’un des 3 codons stop (UAA, UAG ou UGA) entre au site 

A. (HELENE, 2012) 
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Chapitre II : Étude moléculaire d’Aspergillus section flavi 

I. Les champignons  

1-Aperçu sur les Champignons : 

            Les champignons ou les mycètes sont des organismes uni- ou pluricellulaires incluant 

des espèces macroscopiques (macromycètes) et d’autres microscopiques (micromycètes), 

d’aspect filamenteux ou levuriforme. 

 Les champignons sont ubiquitaires et se trouvent partout dans la nature. Leur rôle essentiel 

est la biodégradation et le recyclage des matières organiques. Il s’agit de microorganismes 

hétérotrophes qui nécissitent une source de carbone et d’azote pour leur développement. Dans 

la classification du monde vivant, les mycètes constituent un règne distinct de celui des 

végétaux et des animaux (CHABASSE et al, 2002). 

Leur particularité morphologique est d’être étroitement liée à leur substrat nutritif grâce à un 

réseau mycélien très développée. Leur reproduction est aussi une caractéristique remarquable. 

En fait, les champignons produisent un très grand nombre de spores, ce qui leur assure un 

grand pouvoir de diffusion ou de contamination. Ces spores sont issus de deux modalités de 

reproduction sexuée ou asexuée. Les micromycètes deviennent parfois visibles lorsqu’elles 

forment de véritables agglomérats de filaments mycéliens et d’organes fructifères. C’est ce 

qu’on appelle les moisissures (CHABASSE et al, 2002). 

2-Identification des champignons : 

     Les champignons sont le deuxième plus grand groupe d'organismes eucaryotes sur terre 

avec des estimations allant de 1,5 à 5,1 millions d'espèces (HAWKSWORTH, 2001 ; 

BLACKWELL, 2011) et seulement environ 5 à 6 % d'entre eux ont été décrits (DULLA et al, 

2016). Ils ont des rôles essentiels dans le cycle des nutriments, la santé végétale et animale, la 

décomposition organique, la protection de l'environnement protection et symbioses mutualistes 



                     Chapitre II : Étude moléculaire d’Aspergillus section flavi 

26 

 

obligatoires avec les plantes, les algues et les cyanobactéries (GADD, 2013 ; GROSSART et 

al, 2016). Par conséquent, une identification rapide et fiable des champignons au le niveau des 

espèces est critique pour de nombreux domaines de recherche tels que la taxonomie, la 

biodiversité, l'écologie, conservation et santé (MARTIN et al, 2011 ; ARAUJO, 2014 ; XU, 

2016). Les champignons présentent une large variété de tailles, de formes et de couleurs, des 

levures monocellulaires microscopiques aux filaments et champignons et moisissures 

multicellulaires (BADOTTI et al, 2018). Le royaume se compose d’une immense variété 

d'organismes présentant des habitats, des fonctions et des stratégies de vie différents. 

Une telle hétérogénéité rend l'identification un processus complexe et difficile (RAJA et al, 

2017). L'identification classique basée sur la morphologie souffre de plasticité phénotypique et 

la variabilité génétique, ce qui peut conduire à des interprétations erronées. Par conséquent, les 

données moléculaires les données morphologiques complémentaires sont très prometteuses 

pour la délimitation et l'identification des espèces, classification taxonomique et inférence 

phylogénétique. Les données moléculaires sont basées sur la variabilité des séquences d'ADN 

d'espèces étroitement apparentées et ont été appliqués à déterminer les espèces fongiques depuis 

les années 1990 (WHITE et al, 1990 ; BRUNS et al, 1991). 

Le terme codage à barres ADN a été inventé en 2003 en tant que technique moléculaire, qui 

utilise une région d'ADN courte, variable et standardisée pour l'identification des espèces et la 

phylogénie (HEBERT et al, 2003, DULLA et al, 2016). C'est une méthode rapide, précise et 

standardisée très prometteur pour l'identification au niveau de l'espèce, en particulier dans les 

régions peu étudiées et des groupes taxonomiques complexes (AGY et EHF, 2015 ; GRILLI et 

al, 2016 ; IRINYI et al, 2016). 

Le code-barres ADN est utilisé non seulement pour identifier un échantillon inconnu en 

comparant la séquence à la bibliothèque d'ADN de référence (LIIMATAINEN, 2013) mais 

aussi pour résoudre des problèmes phylogénétiques relations avec d'autres taxons (STIELOW 

et al, 2015 ; RAJA et al, 2017). 
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II. Identification des moisissures par les outils moléculaires  

    La méthode traditionnelle de l’identification des moisissures est fondée sur les 

caractéristiques morphologiques. Cette identification nécessite une culture, parfois sur des 

milieux spécifiques, pendant 7 jours minimum afin d’obtenir la formation des conidies.  

L’absence de l’apparition des conidies rendra impossible l’identification du mycélium. 

D’autre part, la présence d’un très grand nombre d’espèces au sein d’un seul genre rend la 

distinction très difficile et nécessite un haut degré de spécialisation. En outre, les changements 

constants dans la taxonomie peuvent conduire à une mauvaise identification et une fausse 

Évaluation de son potentiel toxinogène. Par conséquent, de nombreuses études visant à 

développer des méthodes d’identification basées sur la biologie moléculaire, essentiellement 

sur l’amplification par PCR (polymerase chain reaction), ont été réalisées. L’identification par 

PCR est utilisée aussi bien en mycologie médicale qu’en mycologie alimentaire. De nombreux 

travaux utilisent la biologie moléculaire pour dépister les souches fongiques toxinogènes 

(NIESSEN, 2007). Les outils de biologie moléculaire sont également utilisés pour prédire le 

risque potentiel des mycotoxines par la quantification des espèces toxinogènes (NIESSEN, 

2007).  
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Figure  9: Organigramme pour l'identification fongique à l'aide de l'analyse 

phylogénétique moléculaire.( HUZEFA et al,2021) 

I.1. Gènes utilisés pour classer les champignons : 

       Les méthodes traditionnelles qui reposent uniquement sur des caractères 

morphologiques peuvent ne pas être suffisantes quand en particulier les spécimens sont 

morphologiquement très similaires et inclus dans des taxons. Par conséquent, une méthode 

d'identification plus simple, plus rapide et plus fiable est nécessaire pour éliminer les erreurs 

d'identification. Les données moléculaires sont devenues inestimables pour l'identification des 

taxons, étudier la taxonomie et la phylogénie surtout lorsque les caractères morphologiques sont 

insuffisants ou indisponibles pour une affectation correcte des espèces à des spécimens 

inconnus (MUTANEN et al, 2015 ; GHORBANI et al, 2017). 

    Les séquences d'ADN de différents marqueurs peuvent être utile pour déterminer les 

espèces cryptiques au sein des espèces fongiques précédemment décrites et pour contribuer à 

la biodiversité du microbiote. Cependant, la voie vers l'adoption d'un champignon code-barres 

comportait un grand nombre de rebondissements (SEIFERT, 2009). Utilité et succès de le 

marqueur ou le code-barres dépend essentiellement de la vitesse d'évolution, de la longueur de 

la séquence et régions flanquantes conservées (YANG et RANNALA, 2012 ; GIUDICELLI et 

al, 2015). La génétique idéale Le marqueur comprend une petite partie de l'ADN de 500 à 800 
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pb, avec un inter- et une faible divergence de séquence intra-espèce, et amorces spécifiques 

délimitant la région (STIELOW et al, 2015). 

        Les régions codantes et non codantes peuvent être utilisées comme codes-barres ADN 

et déterminer la ou les régions potentielles en tant que code-barres est l'une des étapes les plus 

importantes pour identifier un spécimen. Les codes-barres d'ADN courants proposés pour les 

champignons sont le noyau transcrit interne espaceur (ITS) des gènes de l'ARN ribosomique, 

et les gènes nucléaires codant pour le ribosome grande sous-unité (LSU; ARNr 28S) et petite 

sous-unité (SSU, ARNr 18S), le cytochrome sous-unité 1 de l'oxydase (COX1, COI), la plus 

grande sous-unité de l'ARN polymérase II (RPB1), deuxième plus grande sous-unité de l'ARN 

polymérase II (RPB2), -tubuline, maintenance des minichromosomes composant complexe 7 

(MCM7), facteur d'allongement translationnel 1-α (TEF1-α), γ-actine, sixième sous-unité de 

l'ATP synthase (ATP6) et de la calmoduline (CaM). Chacun de ces codes-barres les régions 

peuvent être utilisées seules ou avec différentes combinaisons pour déterminer les espèces et 

relations phylogénétiques (NOVA, 2019) 

1.1. Région ITS : 

La région ITS est présente sous toutes les formes vivantes et préservée de manière évolutive 

pendant longtemps. 

Il a une importance biologique importante dans le traitement de l'ARN ribosomique (ARNr). 

ARNr forme des structures secondaires spécifiques qui sont nécessaires pour une 

reconnaissance correcte des sites ribosomiques et fournissent les sites de liaison pour les 

protéines ribosomiques pendant le ribosome maturation. Chez les champignons, les gènes 

codant pour les ARNr sont organisés en puces qui contiennent unités transcriptionnelles 

répétitives impliquant les ARNr 18S, 5.8S et 28S, deux transcrits intergéniques entretoises ITS1 

et ITS2 (fig. 10). Même si de nombreuses études ont été réalisées pour indiquer l'utilité des 

codes-barres ADN pour un taxon spécifique, il a été observé que l'ADN potentiel les codes à 

barres varient d'une espèce à l'autre. En 2007, les participants du All Fungi Barcoding réunion 

a accepté que la région ITS du gène de l'ARNr nucléaire était la plus appropriée candidat au 

code-barres du royaume fongique (ROSSMAN, 2007). De plus, les membres de le Fungal 

Working Group (FWG) du Consortium for the Barcode of Life (CBOL) ont comparé quatre 

marqueurs, trois régions de l'ADN ribosomique nucléaire (ITS, LSU, SSU) et un gène codant 
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pour une protéine (RPB1) et la région ITS proposée comme code-barres fongique principal 

marqueur. La région a été largement utilisée pour l'identification des espèces (SMITH et al, 

2013), les phylogénies au niveau des espèces (HARROWER et al, 2011) et les études de codage 

à barres de l'ADN (SCHOCH et al, 2014). Bien que la plupart des études aient indiqué la région 

ITS comme code à barres standard marqueur pour les champignons, données ITS dans la base 

de données internationale de séquences nucléotidiques (INSD : GenBank, EMBL et DDBJ) ont 

révélé que cette région n'est pas également variable dans tous les groupes de champignons 

(NILSSON et al, 2008) 

L'espaceur transcrit interne ribosomique (ITS), une région très variable entre le des 

séquences conservées de la petite sous-unité, 5.8S, et des gènes d'ARNr de la grande sous-unité, 

a été adopté comme principal marqueur de code-barres ADN pour les champignons (SCHOCH 

et al, 2012 ; SEIFERT et al, 2012) 

 

Figure 10: Diagramme montrant la technologie ADNr. https://euro-fbp.org 

1.2. Gènes LSU et SSU : 

Bien que la région ITS ait été proposée comme code à barres standard pour les champignons 

(SCHOCH et al, 2012), d'autres régions de l'ARNr restent également des choix populaires en 

tant que codes-barres fongiques. Les Gène nLSU (28S Nuclear ribosomal large subunit rRNA) 

situé immédiatement en aval de la région ITS est largement utilisé pour élucider les questions 

de phylogénie fongique (BRUNS et al, 1991). Surtout deux domaines hypervariables de LSU, 

D1 et D2, flanqués de relativement les régions conservées dans la plupart des champignons sont 

largement préférées pour les études (RAJA et al, 2017) (Fig.11). SSU (ARNr de grande sous-

unité du ribosome nucléaire 18S) située immédiatement en amont de la région ITS évolue 

https://euro-fbp.org/
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lentement par rapport à ITS et LSU, ce qui entraîne une variation moindre parmi les taxons 

étudiés (MITCHELL et ZUCCARO, 2006). 

La région LSU, en elle-même (VIZZINI et al, 2010 ; LIU et al, 2012 ; ACAR et al, 2017) 

ou en général combiné avec d'autres régions telles que ITS et SSU (TAYLOR et al, 2008 ; 

GEML et al, 2009 ; SCHOCH et al, 2012 ; BROWN et al, 2014 ; MILLANES et al, 2016 ; 

TELLERIA et al, 2017 ; VIZZINI et al. 2018) est utilisé pour l'identification des espèces 

fongiques. (FELL et al, 2000 ; SCORZETTI et al, 2002). 

 

Figure 11: diagramme montrant les gènes codant pour l'ARNr 

https://jstor.org 

1.3. Gènes RPB1 et RPB2 : 

Bien que les gènes d'ARNr soient les loci les plus couramment utilisés dans les études de 

systématique moléculaire des champignons, un pouvoir de résolution limité des SSU et LSU 

nucléaires peut être observé pour certains phylums fongiques. Des études ont manifestement 

démontré que l'utilisation de gènes codant pour des protéines est précieux pour déterminer des 

relations phylogénétiques profondes avec une prise en charge élevée des topologies déduits sur 

la base des gènes d'ARNr chez les champignons (LIU et al, 1999 ; MATHENY et al, 2002 ; 

TANABE et al, 2004). Le principal avantage de l'utilisation d'un gène codant pour une protéine 

est la présence d'une seule copie dans le génome fongique et éviter les pièges des paralogues. 

L'ARN polymérase II est une enzyme responsable de la transcription des gènes codant pour les 

protéines en transcrits pré-ARNm (MATHENY et al, 2002). La partie de début du RPB1 

(encodant la plus grande sous-unité de ARN polymérase II) et région variable entre les 

domaines conservés 6 et 7 du RPB2 (codant la deuxième plus grande sous-unité de l'ARN 

polymérase II) (fig.12) les gènes ont un grand nombre de sites informatifs sur la parcimonie 

afin qu'ils puissent être utiles sur le plan phylogénétique pour étudier champignons à des 

https://jstor.org/


                     Chapitre II : Étude moléculaire d’Aspergillus section flavi 

32 

 

niveaux taxonomiques inférieurs (LIU et al, 1999 ; MATHENY et al, 2002 ; TANABE et al, 

2002) es gènes RPB1 et RPB2 étaient phylogénétiquement plus efficaces que le ribosome 

nucléaire Gènes codant pour l'ARN pour la systématique moléculaire d'Ascomycota 

(DIEZMANN et al, 2004 ; HOFSTETTER et al, 2007). 

 

 

Figure 12: Schéma de principe des gènes RPB1 et RPB2. https://nph.onlinelibrary.wiley.com 

1.4. Gène de la β-tubuline : 

Les gènes de la β-tubuline sont présents chez tous les eucaryotes, ce qui rend ce gène idéal 

pour analyse phylogénétique, notamment pour l'estimation des phylogénies profondes (EINAX 

et VOIGT, 2003). Les protéines de tubuline sont les principaux composants des microtubules 

qui jouent rôles cruciaux dans les processus cellulaires eucaryotes tels que la division cellulaire, 

le maintien de la forme, transport intracellulaire et motilité cellulaire. Ils constituent une famille 

de protéines impliquant (alpha)-, β (bêta)-, γ (gamma)-, (delta)-, ε (epsilon)-, (zêta)- et (êta)-

tubulines (MCKEAN et al, 2001) et ils sont utilisés pour construire l'arbre fongique et résoudre 

les phylogénies de groupes d'espèces complexes (JAMES et al, 2006). Les tubulines et sont les 

plus tubulines abondantes dans la cellule eucaryote et situées ensemble dans un hétérodimère 

comme composant des microtubules. Les gènes codant pour les - et -tubulines ont été largement 

étudiés dans la plupart des principaux embranchements fongiques et ils se sont avérés utiles 

pour déterminer phylogénie fongique (CORRADI et al, 2004). En particulier, le gène de la β-

tubuline reçoit une attention croissante dans l'étude des relations évolutives chez les 

champignons de du royaume au niveau de l'espèce (BALDAUF et al, 2000 ; EINAX et VOIGT, 

2003) 

https://nph.onlinelibrary.wiley.com/
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1.5. Gène MCM7 : 

MCM7, un composant clé du complexe des protéines de maintenance des minichromosomes 

(MCM), joue un rôle important dans l'initiation de la réplication de l'ADN et de la prolifération 

cellulaire. Les MCM7 s'est avéré être un marqueur supérieur pour les études phylogénétiques 

par rapport à de nombreux marqueurs codant pour les protéines (AGUILETA et al, 2008). 

L'utilité du gène au le niveau du genre a été prouvé par différentes études (SCHMITT et al, 

2009 ; RAJA et al, 2011) 

La séquence du gène peut être utilisée seule ou combinée avec d'autres marqueurs pour 

résoudre le genre relations de niveau en particulier à Ascomycota. RAJA et al. (2011) ont utilisé 

le gène MCM7 pour analyse phylogénétique moléculaire d'Ascomycota et a constaté qu'il était 

phylogénétiquement plus informatif que LSU qui est l'un des gènes les plus couramment utilisés 

pour Ascomycota. L'étude a proposé que la combinaison des données MCM7 et LSU puisse 

être utilisée pour résoudre les relations au niveau du genre même si MCM7 a montré une 

résolution légèrement meilleure et support par rapport à LSU. Utilité de la région seule ou 

combinée avec d'autres marqueurs a également été prouvée par plusieurs études (LEAVITT et 

al, 2011 ; HUSTAD et MILLER, 2015 ; DEL PRADO et al, 2016). MCM7 a été identifié 

comme le gène le plus puissant en termes de résolution, support statistique des nœuds, succès 

de l'amplification PCR et proposition comme marqueur de code-barres supplémentaire pour 

Pestalotiopsis après analyse de cinq marqueurs (SCHOCH et al, 2012). Même si la région des 

STI a été recommandée comme marqueur principal pour Pestalotiopsis s.l, de meilleurs résultats 

ont été observés si la région était complétée par le Gène MCM7 comme marqueur secondaire 

(SCHOCH et al, 2012 ; JUDITH-HERTZ, 2016). 

1.6. Gène TEF1-α : 

Le gène du facteur d'élongation traductionnelle 1-alpha (TEF1-α) code le gène hautement 

exprimé facteur d'allongement de la traduction protéine EF1α qui est responsable de la réaction 

de liaison d'aminoacyl-ARNt (AA-ARNt) aux ribosomes (TRIANA-ALONSO et al, 1995). 
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1.7. TEF1-α pour Ascomycota : 

De nombreuses souches appartenant à l'espèce du complexe Fusarium ont été analysées 

phylogénétiquement sur la base des séquences TEF-1α et des arbres phylogénétiques distingués 

étroitement espèces apparentées et séparé clairement tous les taxons morphologiques (GEISER 

et al, 2004 ; DIVAKARA et al, 2014 ; CHEHRI et al, 2015 ; RAMDIAL et al, 2016) 

La calmoduline (CaM) est un polypeptide monomère acide hautement conservé présent dans 

cellules eucaryotes et appartient à une grande famille de protéines liant le calcium 

(KRETSINGER, 1980). Le gène de la calmoduline a été indiqué comme précieux pour l'étude 

moléculaire de taxons appartenant au Penicillium (WANG et ZHUANG, 2007 ; Serra et 

Peterson 2007). En outre, SAMSON et al, (2014) ont proposé la calmoduline comme marqueur 

d'identification secondaire pour Espèce d'Aspergillus. Par conséquent, le gène de la 

calmoduline pourrait être proposé comme un nouveau marqueur pour Ascomycota (RANGEL-

GAMBOA et al, 2016 ; AHMADI et al, 2016). 

III. Réaction en chaîne de polymérase (PCR) : 

La réplication de l'ADN peut également être réalisée in vitro (artificiellement, à l'extérieur 

d'une cellule). ADN polymérases isolées de cellules et artificielles Les amorces d'ADN peuvent 

être utilisées pour initier la synthèse d'ADN à des séquences dans une molécule d'ADN matrice. 

La chaîne polymérase réaction (PCR), une technique de laboratoire courante, s'applique 

cycliquement une telle synthèse artificielle pour amplifier un fragment d'ADN cible spécifique 

à partir d'un pool d'ADN. . (Tariku, 2018) 

1. Principe de la PCR : 

Le PCR C'est une réaction en chaîne, une molécule d'ADN est utilisée pour produire deux 

copies, puis quatre, puis huit et ainsi de suite. Ce doublement continu est accompli par des 

protéines connues sous le nom de polymérases, enzymes qui sont capable d'enchaîner la 

construction d'ADN individuel blocs pour former de longs brins moléculaires. À faire leur 

travail les polymérases nécessitent un apport d'ADN blocs de construction, c'est-à-dire les 

nucléotides constitués des quatre bases adénine (A), thymine (T), cytosine (C) et la guanine 

(G). Ils ont aussi besoin d'un petit fragment d'ADN, appelé amorce, auquel ils attachent les 
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blocs de construction ainsi qu'un plus long Molécule d'ADN servant de modèle pour construire 

le nouveau brin. Si ces trois ingrédients sont fournis, les enzymes construire des copies exactes 

des modèles. La PCR C'est un moyen d’amplifier sélectivement un segment particulier de ADN. 

Le segment peut représenter une petite partie de un mélange vaste et complexe d'ADN, par 

exemple un exon spécifique d'un gène humain. On peut penser comme photocopieur 

moléculaire. Le produit PCR peut être digéré par des enzymes de restriction, séquencé ou cloné. 

(GAURAV, 2012) 

2. Étapes de la PCR : 

Il y a trois étapes principales impliqués dans la technique PCR : dénaturation, renaturation 

et allongement. 

1. dénaturation : 

On parle d’un mélange contenant l’amorce présente en excès et du fragment d’ADN 

amplifier, cette mélange d’amorce et de fragment est chauffé à environ 98°C.à cette 

température, le fragment d’ADN bécaténaire se dissocie en brin monocaténaires. (RAVEN et 

al, 2007). 

2. renaturation :  

La solution est ensuite refroidie à 60°C environ. En refroidissant, les brins isolés d’ADN se 

réassocient en brin bicaténaires. 

Cependant, en raison de l’important excès d’amorce, chaque brin du fragment forme des 

paires de bases avec une amorce complémentaire voisine de la région à amplifier, le reste du 

fragment restant simple (RAVEN et al, 2007). 

3. Extension de l’amorce :  

On ajoute maintenant une ADN polymérase très thermostable, la polymérase Taq, ainsi 

qu’une provision des quatre nucléotides. A partir de l’amorce, la polymérase recopie le reste du 

fragment comme s’il répliquait l’ADN. Quand la synthèse est terminée, l’amorce a été allongée 
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d’une copie complémentaire de tout le fragment monocaténaire. Les deux brins d’ADN ayant 

été répliqués, on maintenant deux exemplaires du fragment d’origine.  (RAVEN et al, 2007). 

 

 

Figure 13: Étapes et schématisation de la PCR : une vision très simplifiée. D’après 

RAVEN et al, (2007). 

IV. Classification du règne des Fungi : 

Les eucaryotes, les bactéries et les archées constituent les trois domaines du vivant. Le 

domaine des eucaryotes est divisé en 5 groupes majeurs, parmi lesquels celui des Unicontes, 

qui comprend tous les eucaryotes primitivement uni-flagellés que sont les Opisthocontes et les 

Amoebozoa. Les champignons ou Fungi appartiennent au groupe des Opisthocontes, au même 

titre que les animaux. Les recherches portant sur l’évolution ont montré que les règnes fongique 

et animal sont plus proches entre eux qu’ils ne le sont des autres domaines du vivant  

(BALDAUF et PALMER 1993 ; BALDAUF, 2008 ; MCLAUGHLIN et al, 2009 ; 

SPATAFORA et al, 2017). Le règne fongique comprend de très nombreux organismes très 
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différents les uns des autres et regroupés dans différentes divisions, ou embranchements. Les 

premiers organismes fongiques seraient apparus il y a un milliard d’années (LÜCKING et al, 

2009 ; PRIETO et WEDIN, 2013), sous une forme unicellulaire, vivant dans des 

environnements aquatiques et se reproduisant via des spores asexuées propulsées par un 

flagelle. Ces organismes seraient similaires à ceux retrouvés aux premiers embranchements de 

la classification fongique (les 11 Cryptomycota, Chytridiomycota et Blastocladiomycota), qui 

produisent également des spores mobiles et vivent majoritairement dans des environnements 

aquatiques (Fig.14). Les Microsporidia ont également été placés avec ces trois groupes, bien 

qu’à ce jour, les spores des espèces de ce groupe n’aient jamais été décrites comme mobiles 

(TORRUELLA et al, 2015). 

Mucoromycota, dont les espèces sont caractérisées par la production d’une spore à paroi très 

épaisse appelée zygospore. Les deux derniers phyla, Ascomycota et Basidiomycota sont 

capables de former des structures complexes destinées à la production des spores. 

Les deux phyla ou divisions suivants dans l’évolution fongique sont les Zoopagomycota et 

les Mucoromycota, dont les espèces sont caractérisées par la production d’une spore à paroi très 

épaisse appelée zygospore. Les deux derniers phyla, Ascomycota et Basidiomycota sont 

capables de former des structures complexes destinées à la production des spores. (LAURA 

,2018) 

Figure  14: Arbre représentatif de la classification du règne des Fungi (adapté de WILLIS, 

2018) 
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1. Genre Aspergillus : 

Les Aspergillus sont des champignons filamenteux, (PRESCOTT et al, 1993). 

Aspergillus est un genre diversifié à fort impact économique et social. Les espèces sont 

présentes dans le monde entier dans divers habitats et elles sont connues pour gâcher la 

nourriture, produire des mycotoxines et sont fréquemment signalées comme pathogènes pour 

l'homme et les animaux. De plus, de nombreuses espèces sont utilisées en biotechnologie pour 

la production de divers métabolites tels que des antibiotiques, des acides organiques, des 

médicaments ou des enzymes, ou comme agents dans de nombreuses fermentations 

alimentaires. (SAMSON et al, 2014) 

2. Caractères morphologiques de genre Aspergillus : 

Aspergillus est un genre de moisissures nommé d'après la structure morphologique qui porte 

spores asexuées, l'Aspergillum, qui ressemble à un dispositif liturgique. Ce genre contient 

plusieurs espèces d'importance économique positive ou négative dans l'industrie, agriculture et 

médecine. La majorité des Aspergilus, y compris la plupart des espèces d’importance 

économique, ne se reproduisent que par des spores asexuées (JOAN WENNSTROM, 2009) 

Le genre Aspergillus se distingue par la présence d'une vésicule, extrémité renflée du 

conidiophore (tige) portant phialides (metulae) en une ou deux séries. Les phialides portent des 

chaînes de conidies cylindriques ou divergentes (radiées). Les conidies restent attachées les 

unes aux autres par un pont conjonctif (disjoncteur), qui peut être bien visible ou presque 

invisible. 

Les conidies sont portées de façon basipétale, la plus jeune conidie étant à la base et la plus 

ancienne étant à l'extrémité de la chaîne.Les colonies du champignon sont généralement à 

croissance rapide, poudreuses, blanches, jaune verdâtre, brunes ou noires. 
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Figure 15: Morphologie des têtes Aspergillaires unisériées (a) et bisériées (b) . (adapté de 

ELLIS et al, 2007) 

3. Reproduction d’Aspergillus : 

La plupart des espèces d'Aspergillus se reproduire uniquement de manière asexuée ; l'état 

sexuel (téléomorphe) n'est connu que pour quelques espèces, mais les téléomorphes les plus 

proches sont connu même pour les espèces qui n'ont pas d'état sexuel. (HARISH, 2003) 

Pour Aspergillus, le sexe est la capacité à former une cellule diploïde pour un instant fugace. 

Le zygote diploïde immédiatement subit la méiose pour produire des ascospores haploïdes. 

Tout cela se déroule dans une structure singulièrement peu sexy appelé cléistothèce. Le 

cleistothecium est un petit corps sphérique, ressemblant macroscopiquement à un coquelicot 

graine qui peut ou non être recouverte de blanc mycélium, contenant des milliers 

d'Ascoscopores (JOAN WENNSTROM, 2009) 
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Environ un tiers des espèces connues d’Aspergillus, y compris A. fumigatus et A. nidulans, 

peut se reproduire de façon sexuée. Le développement sexué débute par la formation d’un 

cléistothèce, dans lequel se forme un ascogone à deux noyaux résultant de la fusion de deux 

hyphes. Les noyaux des dicaryons vont fusionner puis une méiose suivie d’une mitose va 

permettre la formation de 8 ascospores contenues dans un asque. Chaque ascospore 

Morphologie des têtes aspergillaires unisériées (a) et bisériées (b) (adapté de ELLIS et al, 2007) 

donnera un nouveau mycélium haploïde. Un cléistothèce peut contenir plusieurs milliers 

d’Ascospores (fig. 16) (SOHN et YOON, 2002). 

La plupart des espèces téléomorphes ont une reproduction sexuée qui se fait à partir d’un 

même mycélium (reproduction sexuée homothallique), mais elles sont également capables de 

se reproduire à partir de deux hyphes différentes (reproduction sexuée hétérothallique). 

Récemment, un cycle sexuel hétérothallique a pu être observé chez certaines espèces 

d’Aspergillus (dont A. fumigatus) connues jusque-là comme seulement asexuées. Comparée au 

développement asexué, la reproduction sexuée confère de nombreux avantages, comme la 

création de nouveaux génotypes pouvant s’avérer plus adaptés à un environnement 

potentiellement variable, l’élimination des mutations délétères du génome et le développement 

d’organes de fructification résistants aux conditions difficiles (LEE et al, 2010). 
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Figure 16: Cycle de vie du champignon Aspergillus nidulans (adapté de LEE et al, 2010) 

4. Caractères morphologiques : 

La morphologie constitue une partie importante du concept d'espèce d’Aspergillus. 

Caractères de la colonie utilisés pour caractériser les espèces inclure les taux de croissance des 

colonies, la texture, le degré de sporulation, production de sclérotes ou de cléistothèces, 

couleurs de mycélium, sporulation, pigments solubles, exsudats, revers de colonie, sclérotes, 

Cellules de Hülle et cléistothèces. À la fois sexuelle et asexuée la reproduction se produit dans 

Aspergillus et les caractéristiques microscopiques de ces structures sont importantes. 

Conidiophore diagnostique les caractères incluent la forme des têtes de conidies, la présence 

ou absence de métules entre la vésicule et les phialides (c. ou bisériate), la couleur des stipes, 
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et la dimension, la forme et texture des stipes, vésicules, métules (lorsqu'elles sont présentes), 

phialides, conidies et cellules de Hülle (lorsqu'elles sont présentes). Il en est de même pour 

cléistothèces, asques et ascospores. Pour les cléistothèces, le développement des ascomes et la 

façon dont leurs parois sont produites est également un personnage important. Tailles et 

morphologie des ascospores, en particulier l'ornementation souvent diagnostique (rugueux, 

bords, ailes, sillons, etc.) sont importants pour l'identification des espèces. Médias, la technique 

d'inoculation et les conditions d'incubation affectent la morphologie caractères (OKUDA, 

1994 ; OKUDA et al, 2000). 

La plupart des espèces d'Aspergillus ont été décrites en utilisant des caractéristiques 

morphologiques pour distinguer les espèces, en particulier dans des études antérieures (RAPER 

et FENNEL, 1965 ; GAM et al, 1985). Ainsi, d'importantes monographies sur les taxonomies 

d'Aspergillus sont strictement basées sur des caractéristiques morphologiques 

Basé sur le Centre national de « Le système de classification de l'information sur la 

biotechnologie (NCBI) »Aspergillus est classé comme suit : (ZULKIFLI, 2015) 

Royaume : Champignons 

Sous-royaume : Dikarya 

Embranchement : Ascomycota 

Sous-embranchement : Pezizomycotina 

Classe : Eurotiomycètes 

Sous-classe : Eurotiomycetidae 

Commande : Eurotiales 

Famille : Aspergillacées 

Genre : Aspergillus 

L'identification morphologique s'est avérée fiable pour l'identification au niveau de la 

section, ce qui est très important pour trier les isolats en vue d'une identification ultérieure par 

d'autres méthodes. (ZULKIFLI ,2015) 
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V. Approches moléculaires de la classification et de 

l'identification des espèces d'aspergille : 

Pour identifier avec précision les espèces d'Aspergillus au niveau de l'espèce, les deux 

l'identification morphologique et moléculaire est appliquée. Morphologique caractéristiques 

peuvent ne pas être suffisantes, car les données microscopiques et les caractéristiques 

macroscopiques de certaines espèces sont similaires, telles quels caractéristiques de 

l'Aspergillus noir (HARISH, 2003) 

L'identification et la caractérisation moléculaires par séquençage de l'ADN sont largement 

utilisées. Le séquençage de l'ADN utilisé pour l'identification dépend beaucoup du locus cible. 

Le locus doit être ortologue, avoir un niveau élevé de variation interspécifique avec une faible 

variation intraspécifique, facile à amplifier et un jeu d'amorces «universel» standardisé, et le 

locus ne doit pas subir de recombinaison (BALAJEE et al, 2007). 

 Par conséquent, interne transcrit les séquences d'espacement (ITS) et de b-tubuline sont 

utilisées pour identification. La région ITS est le code-barres universel des champignons et est 

utilisé pour l'identification initiale d'Aspergillus. La b-tubuline est recommandée comme 

marqueur d'identification secondaire pour Aspergillus et utilisé principalement pour l'analyse 

phylogénétique pour la confirmation des espèces (SAMSON et al, 2014). Combinaison 

d'identification morphologique et le séquençage de l'ITS et de la b-tubuline peut identifier de 

manière fiable Aspergillus isolats au niveau de l'espèce. (ZULKIFLI, 2015) (fig.17) 

Certains préfixes de gènes utilisés dans la classification d’Aspergillus : 
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Figure  17: la classification des espèces d'aspergille (ZULKIFLI, 2015) 

  D’ après FRISVAD et al, 2019, HOUBRAKENET al, 2020, Il y en a six sous classes et 

d'autres 1111 Sous-genres principaux du genre Aspergillus, à savoir Circumdati, Nidulantes, 

Fumigati, Polypaecilum, Cremei et Aspergillus. Chacun de ces sous-genres est divisé en 27 

groupes, contenant Tous ont un ou plusieurs espèces. En 2020, 446 espèces d'Aspergillus ont 

été dénombrées. (fig.18) 
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Figure  18: Phylogénie combinée utilisant neuf loci (RPB1, RPB2, Cct8, Tsr1, CaM, 

BenA, SSU, LSU, ITS). Dans le phylogramme, seuls les sous-genres et les sections 

d'Aspergillus et Pénicillium (HOUBRAKEN et al, 2020) 

La section Flavi est l'une des sections les plus importantes du genre Aspergillus. 

(RODRIGUES et al, 2011), qui sont d'importance en biotechnologie, aliments et santé 

(VARGA et al, 2011). 
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Un grand nombre d’espèces dans la section d'Aspergillus Flavi sont communes dans les 

cultures, et certains d'entre eux produisent plusieurs mycotoxines, telles que les aflatoxines, 3- 

acide nitropropionique, acide ténuazonique et acide cyclopiazonique (VARGA et al, 2011). 

VI. Caractéristiques de la section Flavi : 

La section Aspergillus Flavi est principalement composée de moisissures saprophytes 

présentes dans divers niches écologiques et jouant un rôle clé dans les premières étapes du cycle 

des nutriments (COTTY et al, 1994 ; RODRIGUES et al, 2012). Parmi leurs caractéristiques 

phénotypiques générales figurent les têtes conidiennes teintes jaune-vert à brunes, unisériées 

ou bisériées et la production de sclérotes noirs (VARGA et Al, 2011 ; HOUBRAKEN et al, 

2014). Les métabolites secondaires caractéristiques du groupe comprennent aflatoxines (AF), 

paspaline, acide kojique, acide aspergillique et acide cyclopiazonique (CPA) (Frisvad et 

Samson 2000). Ces moisissures se développent mieux dans des conditions environnementales 

d'humidité (environ 0,85 à 0,99 aw) (MEDINA et al, 2015 ; YOGENDRARAJAH et al, 2016) 

et des températures allant de 28 à 42 °C et plusieurs poussent plus vite à 37 °C (VARGA et al, 

2011). L'humidité et la température ambiantes les préférences rendent les espèces de la section 

Flavi aptes à pousser dans les régions tropicales et subtropicales dans le monde, mais certains 

d'entre eux sont capables de pousser dans les régions tempérées, comme A. flavus.  

Par ailleurs, le changement climatique affecte principalement ces deux variables 

environnementales, créant de nouvelles niches dans les zones qui, dans le passé, n'étaient pas 

adaptés au développement de l'espèce Aspergillus section Flavi, qui pourrait favorisent leur 

colonisation dans les régions tempérées (Perrone et al, 2014). 

Les extralites produites par ces champignons rendent la section intéressante à des fins 

d'étude. Certains espèces telles que A. flavus et A. parasiticus ont un impact sur la santé humaine 

et animale ainsi que sur économie internationale, car ils sont capables de produire des 

aflatoxines, en particulier l'aflatoxine B1 (AFB1). Par exemple, A. oryzae et A. sojae 

synthétisent l'acide kojique, un métabolite secondaire utilisé dans la production de sauce de 

soja, un marché avec des parts estimées à des milliards de dollars dans le monde (CHANG et 

al, 2007a). 
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Bien qu'il existe certains caractères morphologiques et métabolites secondaires qui 

permettent identification au niveau de l'espèce, lorsque des espèces cryptiques sont présentes, 

elles deviennent insuffisantes pour différenciation taxonomique. De plus, les analyses 

morphologiques pour discriminer entre les isolats peuvent être délicat, car le phénotype de la 

moisissure est affecté par les conditions environnementales et nutritionnelles, créant 

chevauchement des traits phénotypiques (CHANG et al, 2007a). Intégration des analyses 

moléculaires aux méthodes susmentionné est crucial pour l'identification des espèces et pour 

définir clairement les relations au sein de la Flavi (SAMSON et al, 2014). Cependant, trouver 

des différences au niveau moléculaire peut être difficile puisque les espèces de ce groupe 

partagent plusieurs traits conservés. Par exemple, Aspergillus flavus et A.parasiticus partagent 

environ 97 à 99 % d'identité nucléotidique de leurs génomes (CHANG et al, 2007a). 

Le gène ITS est généralement utilisé comme gène de code-barres pour différencier les 

espèces fongiques, mais dans cette section, il est hautement conservé, ce qui le rend presque 

non informatif (VARGA et al, 2011 ; HOUBRAKEN et al, 2014). Même bien qu'il soit difficile 

de caractériser ces organismes au niveau de l'espèce, il est important de garder un système 

taxonomique pratique car il est à la base de l'élaboration de réglementations pour favoriser 

sécurité et contrôle des aliments (GEISER et al, 2007 ; GODET et MUNAUT, 2010). 

Comme mentionné précédemment, l'identification des espèces d'Aspergillus peut être 

difficile, et la section Flavi est l'un des meilleurs exemples de leur complexité. Les espèces ont 

une grande variabilité inter et intra des caractères, faire une seule des méthodes d'identification 

(morphologique, caractérisation moléculaire et secondaire caractérisation du profil des 

métabolites) futile (TAYLOR et al, 2000 ; GEISER et al, 2007). A l'inverse, le développement 

d'outils moléculaires au cours des deux dernières décennies a permis le développement de 

nouvelles techniques utiles pour l'identification des espèces d'Aspergillus, néanmoins une 

combinaison de méthodes est recommandée pour obtenir des résultats solides (GEISER et al, 

2007 ; VARGA et al, 2011). 

VII. Identification moléculaire de la section Flavi D’Aspergillus : 

La méthode traditionnelle d'isolement et de culture utilisant des méthodes sélectives sont 

fréquemment utilisés pour la détection et l'identification des champignons aflatoxinogènes. 

Cependant, ces méthodes sont laborieuses, chronophages et nécessitent une expertise 
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taxonomique car il est difficile de identifier correctement sur la base des seules caractéristiques 

morphologiques, en particulier ceux qui sont étroitement liés (RODRIGUES et al, 2009 ; REIS 

et al, 2014). AFSAH-HEJRI et al, (2013b)) ont rendu compte de l’apparition d'A. flavus 

aflatoxigène dans les arachides de Malaisie mais uniquement sur la base de l'identification 

morphologique. Outre, une étude similaire a été rapportée par Reddy et al, (2011) sur la 

présence d'Aspergillus spp. Dans divers produits alimentaires commercialisés en Malaisie sur 

la base d'une identification morphologique. Morphologie seul est insuffisant et peu fiable pour 

identifier correctement et différencier les espèces étroitement apparentées dans la section 

Aspergillus Flavi. Par conséquent, le profil chimique d'Aspergillus spp. Est souvent utilisé pour 

aider à l'identification morphologique (RODRIGUES et al, 2009 ; BAQUIÃO et al, 2013). 

Selon SAMSON et al, (2006), les aflatoxines, l'acide aspergillique et l'acide cyclopiazonique 

sont les principaux extrolites couramment utilisés pour l'identification d'Aspergillus spp. 

aflatoxigène de la section Flavi. Le tableau I montre la morphologie commune, les extrolites et 

moléculaires paramètres d'identification qui ont été utilisés comme paramètres principaux pour 

différenciation des espèces. 
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Tableau I: morphologie, production d’extrolites et identification moléculaire des espèces 

Flavi de la section Aspergillus. (NORLIA et al, 2019) 

 

 Les paramètres principaux pour différenciation des espèces : 

De nos jours, l'approche moléculaire est largement utilisée pour identifier et décrire avec 

précision les espèces du genre Aspergillus surtout lors de l'introduction d'une nouvelle espèce 

(PETERSON, 2008 ; FRISVAD et al, 2019). analyse de la séquence d'ADN de certains régions, 

telles que l'espaceur transcrit interne (ITS), la b-tubuline, la calmoduline et le groupe de gènes 

de l'aflatoxine ont été analysés pour obtenir des informations sur la relation phylogénétique 

entre les espèces de cette section (PILDAIN et al, 2008 ; VARGA et al, 2011). 
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Cependant, aucun d'entre eux n'a utilisé une approche unique pour résoudre les problèmes 

d'identification. Une approche polyphasique, qui comprend les caractéristiques 

morphologiques, chimiques et moléculaires, est souvent utilisé pour identifier et caractériser 

les Aspergillus spp. Dans ce contexte, (BAQUIÃO et al, 2013 ; REIS et al, 2014). GODET et 

MUNAUT (2010) ont réussi à identifier neuf espèces au sein de l'Aspergillus Section Flavi 

utilisant une stratégie moléculaire en six étapes, y compris le temps réel PCR, RAPD et 

digestion SmaI. Les résultats ont été validés par le séquençage partiel du gène de la calmoduline 

pour confirmer l'identifiant. 

L'ADN ribosomique nucléaire (ADNr) de la région ITS est le La région la plus largement 

séquencée et recommandée comme ADN marqueur de code-barres pour l'identification 

fongique au niveau et au-dessous du genre ainsi que la source de l'information phylogénétique. 

Il est donc nécessaire d'inclure les séquences ITS chaque fois qu’une nouvelle espèce fongique 

est décrite (SCHOCH et al, 2012). La région ITS est situé entre les gènes 18S (SSU) et 28S 

(LSU) dans l’unité de répétition d'ADNr qui comprend les régions ITS1 et ITS 2 et séparés par 

le gène 5.8S. De ses trois sous-régions, ITS1 et ITS2 sont typiquement spécifiques à une espèce 

et montrent un taux élevé d’évolution (NILSSON et al, 2009). Toute la séquence de l'ITS région 

variait généralement de 450 à 700 pb. L'amplification de la totalité ou une partie de la région 

ITS a été réalisée en utilisant divers les amorces avec les amorces les plus couramment utilisées 

ont été publiées par BLANC et al, (1990). 

Néanmoins, des marqueurs d'identification secondaires, tels que gènes de la b-tubuline et de 

la calmoduline, sont encore nécessaires pour identifier Aspergillus section Flavi comme STI 

seul est encore insuffisant à des fins d'identification moléculaire (SAMSON et al, 2014). 

La b-tubuline est un gène codant pour une protéine qui code pour la protéine tubuline qui 

peut être trouvée dans toutes les cellules eucaryotes comme sous-unité élémentaire des 

microtubules. Ça implique dans les processus cellulaires eucaryotes, et représente le principal 

composants du cytosquelette et flagelles eucaryotes (EINAX et Voigt, 2003). La calmoduline 

(CaM) est un agent de liaison au calcium protéine impliquée dans la prolifération et la 

différenciation cellulaire dans les cellules eucaryotes. Il est hautement conservé et sert de 

principal récepteur du calcium intracellulaire (MA et al, 2009). Ces trois les gènes sont 

largement utilisés comme marqueurs d'ADN pour l'identification et l'analyse phylogénétique 

d'Aspergillus spp. 
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Figure 19:  Arbre phylogénétique d'Aspergillus section Flavi basé sur les données 

combinées benA + cmdA. (AMARANTA, 2019) 
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Conclusion générale 

Les progrès dans le domaine de la biologie moléculaire ont permis aux scientifiques de 

classer les champignons et de choisir Des gènes spécifiques pour l'étude, qui sont soit un 

morceau spécifique d'ADN, soit plusieurs gènes, qui ont provoqué des changements dans le 

Classification par rapport aux méthodes traditionnelles. Parmi les gènes utilisés dans la 

classification des champignons figurent les virgules générales et la section flavi en particulier 

cloné interne (ITS), le gène codant pour les protéines chalmudine et β-tb et lin. 

De notre note, nous avons conclu que la classification du genre Aspergillus, le groupe Flavi, 

a reçu une grande attention Surtout parce qu'il comprend divers agents pathogènes et la 

production de mycotoxines, en particulier les aflatoxines La classification de ce groupe a subi 

plusieurs modifications au cours de l'histoire, car la classification était basée sur des traits 

morphologiques, physiologiques puis moléculaires après le formidable développement des 

techniques de biologie moléculaire. 

En conclusion, j'espère poursuivre mes futures études en recherchant des méthodes 

modernes permettant d'obtenir des résultats corrects pour identifier et classer les types de ce 

groupe en fonction des propriétés morphologiques, physiologiques, métaboliques et 

moléculaires et d'une combinaison de celles-c 
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