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Introduction

La tomate (Solanum lycopersicum) appartient a la famille des solanacées, qui
comprennent plus de 3000 especes. C’est ’espéce végétale la plus répandue dans le monde,
principalement cultivée en Asie, en Afrique, aux Etats-Unis et en Europe (Sellitto et al.,
2019). La tomate est une source riche de vitamines A et C, de minéraux (fer, phosphore), de
lycopéne, de béta-caroténe, d'une grande quantit¢ d'eau et de faible teneur en calories
(Melomey et al., 2019). De manicre générale, la tomate occupe une place importante dans
l'alimentation humaine ; ou elle est consommeée fraiche, séchée, en pate, en purée, en jus, en

sauce ou en poudre de tomate.

La tomate est I'une des plus importantes cultures maraichéres de 1’ Algérie. Sa production
annuelle passe de 107 millions de tonnes en 2014 a 148 millions de tonnes en 2019, cultivée
dans diverses régions du pays, notamment les wilayas de Tlemcen, Mostaganem, Ain-Defla,
Chlef, Tipaza, Jijel, Skikda, Guelma, Annaba, Adrar et Biskra (Benali et Ramdani, 2021).
Concernant la production globale de la tomate industrielle, elle a atteint 15,4 millions de
quintaux en 2018, tandis que la superficie plantée a augmenté a 23,702 hectares, ce qui
correspond a une hausse de 17% par rapport a I’année 2017 (Presse nationale en ligne : Site
web 1 ; consulté le 14/10/2022).

L’aptitude de production du concentré de tomate en Algérie est de 160 000 tonnes par an.
Pas moins de 12 millions de quintaux de ce produit agricole ont été réalisés en 2017, dont 80
% de la production est assurée par les Wilayas d’El Tarf, Annaba, Guelma et de Skikda
(Presse nationale en ligne : site web 2, consulté le 14/10/2022). L’année 2018 a été¢ marquée
par l'introduction de la culture de tomate industrielle au niveau de trois autres Wilaya :
Constantine (20 ha), Tamanrasset (14 ha a In Salah) et Naama (59 ha) (Presse nationale :
Site web 1, consulté le 14/10/2022).Diverses maladies fongiques telles que ’anthracnose,
brilure alternarienne, fusariose, oidium, pourriture des fruits et des racines de Buckeye, fonte
des semis, des maladies bactériennes telles que la chancre bactérien, moucheture bactérienne,
et des maladies virales qui comprennent le virus des feuilles jaunes en cuillére et la mosaique
de tomate affectent la production de la tomate et diminuent sa valeur économique en

détériorant sa qualité (Garg et al., 2020).

La maladie de la brilure alternarienne de la tomate causée par les especes d'dlternaria est
I'une des maladies les plus importantes causant des pertes importantes et réduisant a la fois la
qualité et la quantité de la tomate, détériorant ainsi ses valeurs nutritives et causant

d’importantes pertes économique (Meena et al., 2016).
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L'alternariose est causée par le pathogéne du sol Alternaria , ce pathogeéne a diverses
especes qui attaquent différentes plantes hotes, a savoir Alternaria solani (causant
l'alternariose chez la pomme de terre et la tomate), Alternaria cucumerina (causant des taches
foliaires chez les cucurbitacées et la tomate), Alternaria brassicae (causant la fonte des semis
du chou et du brocoli), Alternaria citri (provoque la pourriture noire des agrumes), Alternaria
japonica (causant la maladie des points noirs chez les cruciferes), Alternaria alternata
(provoquant la tadche des fruits chez les poivrons et chez la tomate), Alternaria burnsii
(causant la brilure des fleurs de cumin), Alternaria radicina (causant la pourriture noire de la
carotte), Alternaria triticina (causant la brilure des feuilles du blé¢) (Tomer et Diwivedi,

2020).

Divers fongicides systémiques ont été utilisés pour lutter contre 1’alternariose. Cependant,
les produits chimiques sont chers et augmentent le colt de production de 20% (Mugao et al.,
2020). De plus, les fongicides chimiques ont de nombreux effets néfastes. Ils polluent
l'environnement en contaminant le sol, les plans d'eau et les aliments, causant par la suite des
dommages aux étres vivants, y compris les humains et les organismes bénéfiques non ciblés
tels que les microorganismes (Stangarlin et al, 2011). Certains des ingrédients actifs des
produits agrochimiques sont des perturbateurs hormonaux et peuvent provoquer l'infertilité, le
cancer et des mutations qui entrainent la résistance des agents pathogeénes aux produits

chimiques (Mugao et al., 2020).

Face a ces enjeux, trouver des alternatives naturelles et respectueuses de I'environnement
devient une nécessité croissante. La lutte biologique (ou biocontrole) est une stratégie
importante et respectueuse de l'environnement, appliquée pour la gestion des maladies
infecticuses des plantes causées par différents types de ravageurs incluent des insectes
nuisibles, des microorganismes pathogenes des cultures, des mauvaises herbes et des rongeurs
(Stenberg et al., 2021). Elle est basée sur 'utilisation des organismes vivants et/ou leurs
produits naturels pour inhiber la croissance des agents pathogenes et améliorer I’immunité des
plantes (He et al, 2021). Les agents de lutte biologique microbiens peuvent fournir une
alternative écologique aux fongicides chimiques (Yazici ef al., 2011). Les microorganismes
sont omniprésents dans 1’environnement, possédent un degré élevé de spécificité d'hote. De
plus, les microorganismes sont faciles a cultiver et a entretenir en laboratoire et ils ne nuisent
pas a l'environnement (Chaurasia et al, 2018 ; Sharma, 2019). Ces agents de lutte
biologique jouent un rdle important, ou ils ont été utilisés pour inhiber plusieurs agents

pathogeénes de plantes en utilisant divers mécanismes tels que I'hyperparasitisme et la
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production de divers types de molécules antimicrobiennes et d'enzymes efficaces ainsi que la
concurrence pour les nutriments et l'espace (Lahuf et al, 2019). L'utilisation de
microorganismes antifongiques (bactéries, levures et champignons filamenteux) possédant
une activité antagoniste vis-a-vis des phytopathogeénes est donc devenue un domaine de

recherche émergent (Millan ez al., 2021).

Les métabolites secondaires produits par les microorganismes peuvent nuire a la
croissance ou aux activités métaboliques d'autres microorganismes pathogenes. Ils sont
produits et secrétés dans l'environnement en petites quantités par de nombreux espéces. Un
grand nombre de ces molécules connus sont produits par les actinomycetes (environ 8700) et
les champignons (environ 4900) (Berdy, 2005). Ces molécules bioactives représentent alors
des candidats potentiels pour remplacer les produits phytosanitaires chimiques a des fins de

lutte biologique contre les ravageurs.

Les champignons microscopiques appelées aussi les moisissures sont des
microorganismes eucaryotes, filamenteux, pluricellulaires, ubiquitaire dans I’environnement,
connus par la capacité¢ de production d’une grande variation des molécules bioactives ayant
des propriétés sanitaires, pharmaceutiques, alimentaires et industrielles (Satyanarayana et
al., 2019). L’utilisation des moisissures dans le domaine de la lutte biologique offre un
avantage a cause de la relation symbiotique entre les champignons et les plantes hotes. Ils
peuvent stimuler la croissance de plante hote en agissant comme des agents de biocontrdle,
soit par antagonisme direct contre le phytopathogénes ou en induisant une résistance
systémique chez les plantes contre le phytopathogeéne en produisant des différents types
d’enzymes et des molécules antimicrobiennes (Gholami et al., 2019 ; Poveda et Baptista,

2021).

En plus des champignons, les actinomycetes est un autre groupe de microorganisme
connu pour sa richesse métabolique. Ce sont des bactéries a Gram positive, riche en guanine-
cytosine (GC), largement distribués dans 1’environnement (Undabarrena et al., 2021). Les
actinomycetes constituent un groupe important de microorganismes, en tant que dégradeurs
de matiére organique dans I'environnement naturel, producteurs d'antibiotiques, enzymes et
d'autres composés utiles pour les organismes vivants (Gadelhak et al, 2005). Ils ont
¢galement la capacité de coloniser les surfaces racinaires des plantes, protégeant ainsi la
plante contre la pression des phytopathogeénes. Ces agents de lutte biologique entrent en

compétition pour les nutriments et l'espace avec les phytopathogeénes ; ils synthétisent
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¢galement des enzymes extracellulaires qui attaquent les parois cellulaires des champignons
phytopathogenes et ils ont la capacité de produire des spores résistantes a la dessication pour

survivre en cas de carence en eau (Gonzalez-Franco et Robles-Hernandez, 2009)

Les tests in vitro sont utilisés depuis le début de la recherche scientifique pour le criblage
des nouveaux antagonistes microbiens, afin de tester 1’effet inhibiteur de leurs métabolites
secondaires sur la germination des spores ou la croissance des hyphes des agents pathogénes.
L’activité inhibitrice peut €tre quantifié sur des milieux nutritifs spécifiques testant les effets
des microorganismes antagonistes cultivés en double culture. Les métabolites secondaires
présents dans le surnageant des cultures de fermentation de ces microorganismes peuvent
¢galement &tre extraits, identifiés et testés pour leur activité inhibitrice contre 1’agent
pathogene (Kohl et al., 2019). C'est pourquoi le criblage in vitro de ’activité antagoniste des
isolats microbiens reste trés importante comme premicre étape. Les études in vitro sont des
techniques d'exécution d'une procédure donnée dans un environnement controlé en dehors

d'un organisme vivant a 1'aide de boites de Pétri et de tubes a essai (Sudha ez al., 2018).

Le criblage in planta est une autre approche importante de I’évaluation et la confirmation
du potentiel de biocontrdle chez les microorganismes. Il s’agir d’un examen qui se fait au
niveau des plantes infectées par le pathogeéne (Rauf, 2017). Les expériences in planta sont
réalisées dans l'environnement naturel de la plante en culture ou dans 1'organisme lui-méme
sur I’'un de ses tissus (feuilles, tiges, racines ou fruits). En effet, I'identification réussie des
souches de biocontrole in vitro ne se traduit pas toujours par des résultats de biocontrole
réussis in planta et les résultats de biocontréle d’isolats antagonistes sont souvent variables
dans les conditions de terrain malgré une inhibition claire observée dans les conditions de
laboratoire (Ran et al, 2005). Le succes du biocontrole est en outre influencé par la
compétition avec les bactéries indigeénes de la plante, par I'dge et l'espece de la plante hote
(Siddiqui et Shaukat, 2003). Par conséquent, il est essentiel que le criblage in vitro soit
couplé a une validation in planta de l'efficacité du biocontrdle sur les tissus végétaux pour

développer des applications de biocontrdle réussies avec un potentiel fiable.

A coté des criblages in vitro et in planta, le criblage in silico est un moyen tres
prometteur pour I’identification de métabolites microbiens a potentiel de biocontrdle. Le
terme «in silico » est défini comme un mot moderne généralement utilisé¢ pour désigner une
expérimentation effectuée par ordinateur et est li¢é aux termes biologiques plus connus in

planta et in vitro. Actuellement, le développement précipité dans le domaine de la
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bioinformatique a conduit au développement de différents algorithmes basés sur le calcul in
silico, ce qui a considérablement économiser le temps et les colts liés a la sélection et
I’évaluation des molécules ayant un potentiel de biocontrole, ainsi que les sites cibles actifs
des phytopathogeénes. Ces méthodes révolutionnaires sont également utiles pour comprendre
le mécanisme moléculaire impliqué dans ’interaction des molécules bioactifs (dites ligands)
avec leurs cibles enzymatiques potentiels (dites récepteurs). La modélisation moléculaire a
donné de nouvelles dimensions pour étudier a la fois la chimie et les caractéristiques
biologiques des différents métabolites bioactifs pour la lutte contre les maladies affectent les

cultures (Singh et al., 2021).

En plus de comprendre l'interaction protéine-inhibiteur, l'analyse in silico permet
d'étudier d'autres caractéristiques, telles que l'efficacité de liaison du biofongicide avec sa
cible protéique, I’étude des caractéristiques pharmacocinétiques des molécules bioactives
potentielles et 1’évaluation de la stabilit¢ des complexes récepteur-ligands au biais de la

simulation moléculaire dynamique (Jinal et Amaresan, 2020).

A la lumiere de ce qui précede, et dans le but d’isoler des souches microbiennes
antagonistes contre le phytopathogéne de la tomate Alternaria sp. et de proposer de nouveaux
biofongicides microbiens ayant un potentiel de biocontrdle contre ce champignon ; une étude

basée sur les trois modes expérimentales in vitro, in planta, et in silico a ét€¢ menée.

Une premicre €étape d’isolement et de caractérisation de quelques souches fongiques et
actinomycétales a été réalisée a partir de plusieurs sols de la région d’Oum El Bouaghi. En
paralle¢le un autre isolement de 1’agent phytopathogeéne cible Alternaria sp. a été réalisé sur
des tomates infectées et confirmé sur la base des caractéristiques macro et microscopiques.
Dans un deuxieéme temps, un criblage in vitro de I’activité antagoniste des isolats fongiques et
actinomycétales a été réalisé par utilisation des techniques de confrontation sur gélose. Les
isolats prometteurs ont été sélectionnés pour tester leurs filtrats de fermentation sur les
souches phytopathogenes. Sur la base des résultats obtenus de ce test, un essai in planta a été
mené pour évaluer le potentiel inhibiteur des meilleurs isolats antagonistes contre Alternaria

sp. infectant le tissu végétal de la tomate.

Dans une deuxieéme étape, une €tude computationnelle basée sur le criblage in silico du
potentiel de biocontrdle de métabolites secondaires fongiques et actinomycétales a été
réalisée. Dans cette partie, une recherche bibliographique de métabolites secondaires des deux

groupes microbiens étudiés a été tout d’abord effectuer dans le but de prédire leur activité
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inhibitrice contre des cibles enzymatiques potentielles impliquées dans différents processus de
virulence chez quelques espéces phytopathogeénes d’Alternaria. Pour cela, une approche du
docking moléculaire a ¢été utilisée. Les propriétés pharmacocinétiques des molécules
bioactives potentielles ont également étaient prédites in silico. En fin une analyse de
simulation moléculaire dynamique a ét¢ menée sur les métabolites bioactives pour évaluer
leur stabilité moléculaire et les proposer comme des candidats biofongicides efficaces contre

les especes phytopathogénes d’Alternaria.
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Chapitre 1 : Controle biologique (Biocontrole).

1. Définition du biocontrole

Le terme de contrdle biologique et son synonyme abrégé de biocontrdle ont été utilisés
dans différents domaines de la biologie, notamment la phytopathologie. En pathologie
végétale, le terme s'applique a l'utilisation d'antagonistes microbiens pour supprimer les

maladies afin de contrdler les populations de ravageurs de la récolte (Cook, 1993).

Selon le Conseil national de la recherche des Etats-Unis, les agents de lutte biologique
devraient étre définis comme 1'utilisation d'organismes naturels ou génétiquement modifiés et
l'utilisation de leurs génes ou leurs produits métaboliques afin de réduire ou supprimer les

effets nocifs des agents pathogénes (khasa, 2017).

Selon Jyoti et Singh, (2016) la définition du biocontrdle différe selon la cible de
suppression ; nombre, type et source d'agents biologiques ; et le degré et le moment de
l'intervention. Plus généralement, le controle biologique est la suppression des activités
nuisibles d'un organisme par un ou plusieurs autres types d'organismes, souvent appelés
ennemis naturels. Selon Guo, (2020), le contréle biologique implique l'utilisation d'ennemis
naturels pour réduire les populations de ravageurs. Il est rentable avec des conséquences

environnementales négatives minimisées.

Selon Mukerji, (2000) un agent de lutte biologique idéal devrait posséder un certain

nombre de caractéristiques, a savoir :

- Taux de survie élevé dans le sol pendant une période prolongée.
- Forte probabilité de contact avec l'agent pathogene.
- Actif dans les conditions environnementales requises.
- La multiplication de masse doit étre simple et peu coliteuse.
- Doit étre efficace et économique.
- Ne devrait pas étre un risque sur la santé.
Les microorganismes utilisés en contréle biologique sont principalement des bactéries,
des champignons, des levures (Gerbore, 2013). Deux termes sont parfois rencontrés pour

nommer ces derniers :

1. Celui de ABC, pour « Agent de biocontrdle », est utilisé pour le microorganisme dont

l'action est directe sur I’agent pathogene.
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2. Lorsque le microorganisme a une action sur la plante, le terme de PGPM microorganismes
favorisant la croissance des plantes « en anglais Plant Growth Promoting Microorganism»
est employé pour les micro-organismes ont le potentiel d'augmenter la croissance des
cultures en améliorant I'efficacité de I'utilisation des nutriments, en tolérant les stress
biotiques et abiotiques et en résistant aux maladies (Sellitto ef al., 2021). Ce groupe de
microorganismes inclus les PGP-B pour les bactéries, PGP-F (Fungi) pour les

champignons, PGP-Y (Yeast) pour les levures et PGP-R pour les rhizobactéries.

Les différents agents microbiens de lutte biologique les plus communément connus sont
Agrobacterium sp., Bacillus spp. et Pseudomonas spp. qui sont des agents bactériens et
Aspergillus spp., Penicillium sp., Ampelomyces sp., Candida sp., Coniothyrium sp.,
Gliocladium sp. et Trichoderma spp. qui sont des agents fongiques (Gawai, 2018).

Les actinomycetes, et en particulier les espéces de Streptomyces, développent des
interactions symbiotiques avec les plantes en les protégeant de divers pathogenes ; en méme
temps, les exsudats végétaux favorisent la croissance de Streptomyces ; cette interaction se
fait par la production d’un ensemble d'antibiotiques appropriés pour lutter contre les maladies

causées par des champignons phytopathogeénes (Vurukonda et al., 2018).
2. Mécanismes de lutte biologique

Les mécanismes de biocontrdle peuvent impliquer des interactions entre 'antagoniste et
l'agent pathogéne directement. Ces interactions peuvent avoir lieu au niveau des racines ou
dans la partie aérienne de la plante, comme peuvent se manifester au niveau du sol
rhizosphérique. De plus, des interactions indirectes sont connues lorsque la plante elle-méme
répond a la présence de l'antagoniste, ce qui entraine une résistance induite ou une stimulation
de la croissance des plantes (Pankhurst et Lynch 2005). Les agents de lutte biologique
peuvent induire une résistance aux infections contre un agent pathogeéne dans les tissus
végétaux sans interaction directe entre le pathogéne et I’antagoniste. Une interaction directe
avec les agents pathogeénes peut se manifester par une compétition pour les nutriments et
l'espace. Les antagonistes peuvent également interagir directement avec 'agent pathogéne par
hyperparasitisme ou antibiose. La production de métabolites secondaires antimicrobiens ayant
des effets inhibiteurs contre les agents pathogenes est un autre mode d'action directe (Kohl et
al., 2019). Plusieurs modes d'action des agents microbiennes de lutte biologique ont été

identifiés (Figure 1).
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Figure 1. Mécanismes d'actions mis en ceuvre par les agents de lutte biologique pour la

gestion des maladies des plantes (Singh, 2014).
2.1. Interaction directe

Dans la voie directe du contrdle de la maladie, les agents de biocontrdle agissent par un
effet antagoniste direct sur l'agent pathogeéne, englobant I'antibiose, le parasitisme, la
réduction de la virulence de l'agent pathogene, et la pression d'infection par compétition.

(Lahlali et al., 2022).
2.1.1. Parasitisme

Le parasitisme est l'interaction compétitive directe entre deux organismes dans lesquels
un organisme obtient des nutriments de l'autre. Le parasitisme se produit lorsqu'un antagoniste
se nourrit sur ou dans l'agent pathogéne. Il provoque la destruction immédiate des agents
pathogénes affectés. Si I'hote est €galement un parasite, par exemple un pathogeéne végétal,
l'interaction est définie comme I'hyperparasitisme. Ce type d'interaction est souvent observé

entre les champignons. Pour les bactéries, 'hyperparasitisme a rarement été signalé.

10



Revue bibliographique

Bdellovibrio bacteriovorus est une bactérie prédatrice qui a la propriété inhabituelle d'utiliser

le cytoplasme d'autres bactéries & Gram négatif comme nutriments (McNeely et al., 2017).

Chez les champignons, le parasitisme est un mode d'action qui joue un role dans la
réduction des maladies des plantes ou l'espéce cible sert de source de nutriments pour les
champignons de lutte biologique. Ce mode d'action est appelé¢ mycoparasitisme. Il s'agit d'un
processus complexe qui implique des événements séquentiels. La premiére étape comprend la
reconnaissance de l'hdte. La deuxieme étape est le contact direct avec 1'hdte, suivi de la
sécrétion d'enzymes lytiques extracellulaires pour détruire la paroi cellulaire (Zaki et al.,

2020).

Le mycoparasitisme est divisé en deux types, différenciés selon l'agressivité du parasite
envers son hote. Le nécrotrophe, ou les parasites ont un mode d'action destructeur, conduit a
la mort des organismes hotes. Dans le mycoparasitisme biotrophique, le développement du

parasite est favorisé par la survie des hotes plutot que par leur mort (Benitez et al., 2004).
2.1.2. Antibiose

La plupart des microorganismes impliqués dans la lutte biologique fonctionnent au
moyen d'une antibiose, dans laquelle un métabolite produit par un microorganisme a un effet
néfaste sur l'autre, inhibant ainsi sa croissance. La production de métabolites peut entrainer
une lyse et une dissolution compléte de la structure cellulaire (Oliveira et al., 2020). Dans ce
cas I’activité de biocontrole basée sur la sécrétion de molécules qui tuent ou réduisent la

croissance du pathogene cible (Lugtenberg et Kamilova, 2009).

L'antibiose est définie comme ['inhibition ou la destruction d'un microorganisme par des
substances telles que des métabolites spécifiques ou non spécifiques, des agents lytiques ou

des enzymes qui sont produites par un autre microorganisme (Melin et al., 2007).
2.1.2.1. Les antibiotiques

Le troisiéme dictionnaire international de Webster (1981) définit un antibiotique comme
« une substance produite par un microorganisme (comme une bactérie ou un champignon)
ayant la capacité d'inhiber la croissance ou tuer un autre microorganisme (Davies, 2006). La
production d'un ou de plusieurs antibiotiques est le mécanisme le plus souvent associé¢ a la
capacité¢ des bactéries favorisant la croissance des plantes a agir comme agents antagonistes

contre les phytopathogenes (Glick et al., 2007).
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Selon Reddy (2014), les antibiotiques de la lutte biologique sont divisés en deux catégories :
A- Les antibiotiques non volatiles :

- Polycétides (2,4-diacétylphloroglucinol, pyolutéorine, mupirocine)
- Composés azotés hétérocycliques (dérivés de la phénazine)

- Phénylpyrrole (pyrrolnitrine)

- Lipopeptides cycliques

- Lipopeptides (iturine, bacillomycine, plipastatine,surfactine)

- Aminopolyols (zwittermycine A)
B- Les antibiotiques volatiles :

- Cyanure d'hydrogene
- Aldéhydes

- Alcools

- Cétones

- Sulfure

2.1.2.2. Les bactériocines

Une bactériocine est définie comme une substance protéique qui présente une activité

bactéricide contre des organismes étroitement apparentés (Udhayashree et al., 2012).

Les bactériocines ont un grand potentiel d'utilisation comme traitement prophylactique
des germes pathogenes transmis par les semences ou les tubercules, la prévention de la
propagation secondaire des bactéries pathogeénes des plantes infectées et la protection des

cultures de grande valeur contre les pathogenes bactériens des plantes (Mojgani, 2017).

Les bactériocines fonctionnent en formant des pores dans la membrane des cellules cibles
et en épuisant le potentiel transmembranaire. Il en résulte une fuite de matériaux cellulaires

(Cleveland et al., 2001).
2.1.2.3. Les enzymes

Un autre type de molécule fortement impliqué dans la lutte biologique est les enzymes.
Ceux-ci sont capables de cliver des composés polymeres, tels que la chitine, les protéines, la

cellulose, et méme 1'ADN, et ils peuvent également interférer avec le métabolisme des agents
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pathogénes, inhibent la germination des conidies et lysent le tube germinatif (Roca-Couso et

al., 2021).

Le rdle des enzymes dans la lutte biologique peut souvent étre attribué au parasitisme et a
l'antibiose. En particulier, les enzymes dégradant la paroi cellulaire telles que les chitinases,
les a-1,3-glucanases, les protéases et les cellulases, sont non seulement des caractéristiques
importantes des mycoparasites pour la colonisation de leurs champignons hotes, mais peuvent
¢galement présenter une activité antifongique considérable par elles-mémes. L'un de ses
principaux mécanismes, l'antibiose, repose sur la reconnaissance de la liaison et la

perturbation enzymatique de la paroi cellulaire (Haggag et Mohamed, 2007).
2.1.2.4. Les composées volatiles

En régle générale, les micro-organismes libérent un mélange de composés organiques
volatils (COV) qui sont engagés dans la communication inter et intra-organisme. Ces
composés appartiennent a diverses classes chimiques ; cependant, partagent certaines
propriétés communes comme la lipophilicité, la faible masse moléculaire (< 300 Da)

(Effmert et al., 2012).

Les substances volatiles des plantes peuvent étre utilisées pour surveiller les insectes dans

les programmes de lutte biologique (Wheeler et Schaffner, 2013).

De nombreux microorganismes dus a la production de composés organiques volatils
(COV) se sont révélés favoriser la croissance des plantes et améliorer la productivité des

cultures (Li et al., 2019).

Ces derniéres années, une attention accrue a €té accordée aux COV produits par les
microorganismes en tant qu'agents de lutte biologique. Par exemple, le 3-méthyl-1-butanol et
le 2-méthyl-1-butanol produits par S. cerevisiae pourraient inhiber le développement de

Phyllosticta citricarpa qui provoque des taches noires d'agrumes (Toffano et al., 2017).
2.1.3. Compétition

C’est une concurrence pour les nutriments, l'espace ou les sites d'infection. La
concurrence entre l'antagoniste et les agents pathogeénes en tant que mécanisme de lutte
biologique peut se produire a différents niveaux. Par exemple, la compétition pour l'espace ou
des sites d'infection spécifiques sur les racines ou les graines a été proposée comme

mécanisme de lutte biologique contre le pathogéne Fusarium oxysporum par des souches non
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pathogenes de F. oxysporum et de souches pathogénes de Rhizoctonia solani par Rhizoctonia
spp. non pathogéne. Dans les deux cas, I'agent pathogeéne est exclu par la colonisation plus
rapide et étendue de la surface radiculaire par la souche de lutte biologique (Admassie et al.,

2019).
2.1.3.1. Production de sidérophores

Les sidérophores (sidéro grec signifiant fer et phore signifiant porteur) sont des composés
organiques de faible poids moléculaire (<10 KDa). Ce sont des chélateurs du fer de haute
affinit¢ produits par des microorganismes comme les bactéries, les champignons et par
certaines plantes en condition de carence en fer. Les microbes favorisant la croissance des
plantes (PGPM) et les agents de lutte biologique (BCA) produisent des sidérophores qui sont
des facteurs importants pour la promotion de la croissance des plantes et la suppression des

maladies (Ghosh et al., 2017).
2.1.3.2. Quorum Sensing

Le quorum sensing (QS) est un mécanisme dépendant de la population ou les bactéries
communiquent entre elles avec molécules de signal chimique pour réguler l'expression des
genes de processus variés comme la bioluminescence, formation de biofilm et la compétence

(Vesuna et Nerurkar, 2020).

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont largement présentes
dans la rhizosphére. Ils améliorent la croissance des racines et offrent a la plante des
opportunités d'obtenir un maximum de nutriments pour une meilleure croissance. Outre la
promotion de la croissance, les PGPR ont un certain nombre de fonctions telles que la
tolérance au stress (chaleur, sécheresse, salinité et maladie), la bioremédiation des métaux
lourds, et la biodégradation des composés organiques toxiques complexes. Les agents de lutte
biologique principalement associé aux racines ont une contribution majeure dans la formation
de biofilms trés denses, c'est pourquoi Pseudomonas est utilis¢é comme organisme modele

dans I'é¢tude du biofilm grace au Quorum Sensing (Rafique et al., 2015).
2.2. Interaction indirecte

Les mécanismes indirects de lutte biologique comprennent 1'induction de la résistance en
stimulant les réactions de défense des plantes et la production des hormones végétales

(Heydari et Pessarakli, 2010).
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2.2.1. Résistance systémique induite

Les plantes possedent un systéme immunitaire inné qui reconnait et répond a la présence
de microorganismes, cette réponse induit une résistance appelée résistance systémique
induite. Cette activité est suggérée pour contribuer a leur activité de biocontrole. Par exemple,
les especes Saccharomyces cerevisiae, Rhodosporidium paludigenum, Candida saitoana, C.
oleophila induisent une réponse immunitaire innée et provoquent éventuellement une

résistance aux agents pathogenes de la phyllosphére dans les fruits (Freimoser ez al., 2019).

La résistance systémique acquise (SAR) est la résistance déclenchée par une infection
pathogéne liée a une augmentation du niveau d'acide salicylique suivie de l'activation des
protéines liées a la pathogenese. Tandis que la résistance systématique induite (ISR) est une
résistance induite par des bactéries « non pathogeénes » de lutte biologique. L'éthyléne et
l'acide jasmonique sont nécessaires pour la réponse ISR, bien que les lipopolysaccharides, les

sidérophores ou les flagelles puissent également l'activer (Patel ef al., 2020).
2.2.2. Hormones végétales

Les phytohormones sont des molécules de signalisation qui sont essentielles pour la
régulation de la croissance et du développement des plantes ainsi que pour les réponses des

plantes aux stress biotiques et abiotiques (Berger et al., 2020).

Ces substances organiques sont capables de modifier les fonctions physiologiques et la
croissance des plantes, méme a faible concentration. Les phytohormones sont divisées en cinq
catégories principales : les auxines, les cytokinines, 1'éthyléne, les gibbérellines (GA) et
l'acide abscisique (ABA). Un faible niveau d'acide indole-acétique (IAA), c'est-a-dire le
principal représentant du groupe des auxines des phytohormones, stimule I'¢longation des
racines, tandis qu'un niveau ¢élevé influence la formation de racines latérales et adventives.
Les GA contrdlent les processus de développement des plantes, y compris la germination des

graines, l'extension de la tige, la floraison et le vieillissement (Jaroszuk-Scisel et al., 2019).

3. Les microorganismes utilisés en biocontrole
3.1.Les bactéries

Plusieurs espeéces de champignons et de bactéries ou leurs métabolites sont aujourd’hui
produits commercialement et appliqués a 1'environnement dans 1’agriculture, I'horticulture et
la foresterie pour la lutte biologique. Ce controle est appelé également le contréle microbien
qui est un terme utile pour décrire l'utilisation de microorganismes comme agents de controle
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biologique (Madsen, 2011). Le principal avantage de l'utilisation des agents de biocontrdle
est qu'ils sont hautement spécifiques pour un agent pathogéne et sont donc considérés comme
inoffensifs pour les especes non ciblées (O’Brien, 2017). Il y a eu un intérét croissant pour
l'utilisation des agents microbiens dans la protection des plantes et la promotion de la
croissance des plantes vers 1'évolution des technologies respectueuses de I'environnement et
l'ouverture de nouveaux domaines de l'exploitation microbienne. Les agents de lutte
biologique ne sont pas limités a un groupe bactérien spécifique ; cependant, étant donné la
diversité de la microflore de la rhizosphere, il est probable que le spectre complet des souches
potentiellement efficaces a a peine été exploré. Beaucoup de ces agents de lutte biologique
sont efficaces dans les conditions de terrain (Weller, 1988).

3.1.1. Bacillus

Les especes de Bacillus sont des bactéries Gram-positives en forme de batonnets,
aérobies ou facultativement anaérobies ; dans certaines especes, les cultures peuvent devenir
Gram-négatives avec l'dge. Les nombreuses espéces du genre présentent un large éventail de
capacités physiologiques qui leur permettent de vivre dans tous les milieux naturels. Une
seule endospore est formée par cellule. Les spores résistent a la chaleur, au froid, aux

radiations, a la dessiccation et aux désinfectants (Turnbull e al., 1991).

Bacillus est le genre le plus abondant dans la rhizosphere, et l'activité PGPR de certaines
de ces souches est connue depuis de nombreuses années, ce qui permet une large
connaissance des mécanismes impliqués. Il existe un certain nombre de métabolites libérés
par ces souches (Charest et al., 2005), qui affectent fortement 1'environnement en augmentant
la disponibilit¢ des nutriments des plantes. Les espéces de Bacillus sont naturellement

présentes a proximité immédiate des racines des plantes (Sivasakthi et al., 2014).

3.1.1.1.Bacillus thuringiensis

Communément appelé Bt, est une bactérie naturelle unique qui a une longue histoire de
recherche. C'est le biopesticide le plus ancien et le plus utilis¢é comme agent antiparasitaire. La
qualité particuliere de Bt qui le rend unique est la présence de genes formant des cristaux
insecticides et parasporaux sur son plasmide. Ces protéines cristallines sont de nature toxique
et entrainent la mort d'insectes en formant des pores dans l'intestin des parasites hotes

(Saxena et al., 2019).
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3.1.1.2.Bacillus subtilis

Cette espece est omniprésente dans le sol, peut favoriser la croissance des plantes, les
protéger contre les attaques de pathogénes fongiques et joue un role dans la dégradation des

polymeéres organiques dans le sol (Emmert et Handelsman, 1999).

Des souches commerciales de B. subtilis ont été commercialisées comme agents de lutte
biologique contre les maladies fongiques des cultures. Le biofongicide commercial, Serenade,
qui contient une souche de B. subtilis, serait efficace contre une variété de bactéries
pathogenes, notamment les souches Erwina, Pseudomonas et Xanthomonas. Le mécanisme de
cet effet antibactérien est incertain, bien qu'il soit connu que B. subtilis peut produire une
variété d'agents antibactériens, y compris un large spectre de lipopeptides, tels que la

surfactine, qui sont de puissants biosurfactants (Peypoux et al., 1999 ; Bais et al., 2004).

3.1.1.3.Bacillus pumilus

B. pumilus est une rhizobactérie qui favorise la croissance des plantes et qui est reconnue
pour son role dans la suppression naturelle de différentes maladies des plantes (Devkota et

al., 2020).

I1 est également utile comme un outil biotechnologique pour la lutte antiparasitaire. L'un
des principaux mécanismes de lutte biologique utilisés par B. pumilus est l'antibiose (Xu et

al., 2020).

Munimbazi et Bullerman, (1998) ont décrit des métabolites antifongiques produits par B.
pumilus qui ont inhibé la croissance mycélienne des espéces Aspergillus, Penicillium et
Fusarium ainsi Shali et al., (2010) démontrent que la chitinase produite par B. pumilus est

impliquée dans 1'inhibition hyphale des champignons phytopathogénes.
3.1.1.4.Bacillus amyloliquefaciens

B. amyloliquefaciens se distribue largement dans la surface des plantes, le sol et l'air. Au
cours du processus métabolique, il produit une masse de substances bioactives qui ont une

activité antibactérienne, immunocompétence, et antioxydante (Xiaolong ef al., 2019).

B. amyloliquefaciens a été largement utilisé comme probiotique dans le domaine de la
lutte biologique, et ses composés antibactériens jouent un role important dans la prévention et
la lutte contre les maladies des plantes et des volailles. Il présente les avantages de la sécurité
et de l'efficacité (Wang et al., 2020).
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B. amyloliquefaciens produit de nombreux types d'enzymes telles que 'alpha-amylase et

la protéase, et présente une résistance ¢levée au stress environnemental (Du et al., 2018).

Abdallah et al., (2018) ont indiqué que les antibiotiques de famille lipopeptides de B.
amyloliquefaciens pourraient agir comme des composés de lutte biologique prometteurs pour

réduire le pathogene végétal Agrobacterium tumefaciens.

3.1.1.5.Bacillus firmus

B. firmus a été largement décrite et caractérisée comme l'une des bactéries nématicides
les plus potentielles, dans ces dernieres années. De nombreuses études ont démontré que B.
firmus est efficace contre les nématodes. L’exemple le plus connu et bionématicide

« bionem » produit par cette bactérie (Mendoza et al., 2008).

Récemment, B. firmus a été décrit comme une bactérie nématophage importante.
Plusieurs études ont démontré que B. firmus contrdle efficacement plusieurs parasites, comme
le nématode a galles, le nématode a kyste du soja et le nématode a tige par la production

d’enzyme protéase qui dégrade les tissus intestinaux des nématodes (Geng et al., 2016).

3.1.1.6.Bacillus licheniformis

Le mécanisme de lutte biologique de B. licheniformis comprend la production
d'antibiotiques, 1'induction de la résistance de I'hote et la promotion de la croissance de I'hote
(Li et al., 2020).Cette bactérie possede de nombreuses caractéristiques physiologiques telles
que la production d'endospores pour résister a divers environnements défavorables et la
production de diverses substances antimicrobiennes, telles que des lipopeptides, des peptides,
des phospholipides, des polyenes, des acides aminés et des acides nucléiques, qui peuvent
inhiber divers agents pathogenes. B. licheniformis également posseéde une puissante activité
protéase, lipase amylase, glucanase et chitinase et est donc largement utilis¢é dans les

applications de biocontrdle pour protéger environnement (Ji et al., 2020).

3.1.1.7.Bacillus megaterium

B. megaterium est une bactérie bénéfique utilisée comme agent de lutte biologique contre
les champignons Rhizoctonia solani, Fusarium sacchari et Curvularia lunata, qui attaquent

les plants de riz (Kanjanamaneesthian et Meetum, 2019).
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3.1.1.8.Bacillus mycoides

Bactérie saprophyte qui est capable de produire des endospores et couramment présentes
dans les sols et I'environnement de la rhizosphére végétale. B. mycoides a été utilis€ comme
agent respectueux de l'environnement pour solubiliser le charbon brun et synthétiser des
plastiques et des produits chimiques biodégradables tels que le 2,4,6-trinitrotoluoluéne. En
agriculture, B. mycoides est souvent utilis¢ comme agent de lutte biologique pour contrdler les

ravageurs du tabac (Peng et al., 2017).

Cette bactérie favorise la libération de fer par son activité de production de sidérophore. De
plus, grace au déclenchement d'une résistance systématique induite (ISR) par cette bactérie,
diverses maladies peuvent étre réduites significativement. Le potentiel de lutte biologique de
B. mycoides contre les agents pathogénes des plantes Sclerotinia sclerotiorum ou Botrytis
cinerea est basé¢ sur la production bactérienne de produits antimicrobiens tels que la

bacillomycine D, la fengycine, la zwittermicine A (Yi et al., 2018).
3.1.2. Pseudomonas

Pseudomonas sont des bactéries aérobies a Gram négatif, omniprésentes dans les sols
agricoles et bien adaptées a la rhizosphére. Les pseudomonades possédent de nombreux traits
qui les rendent des excellents agents de lutte biologique. Il s'agit notamment de la capacité de
croitre rapidement et d'étre produit en masse ; utiliser rapidement les exsudats de graines et de
racines ; coloniser et se multiplier dans la rhizosphére ; produire un large spectre de
métabolites bioactifs (c.-a-d. antibiotiques, sidérophores, volatiles et substances favorisant la
croissance) ; concurrencer agressivement d'autres microorganismes ; et s'adapter aux

contraintes environnementales (Weller et al., 2002 ; Weller, 2007).

Les Pseudomonas possédent de nombreux traits qui les rendent bien adaptés en tant qu’a
agents de biocontrdle. La promotion directe de la croissance des plantes par les Pseudomonas
PGPR implique généralement de fournir a la plante un composé synthétisé par la bactérie ou
de faciliter I'absorption des nutriments de l'environnement. Les mécanismes directs de la
promotion de la croissance des plantes impliqués par cette bactérie sont (1) la production de
phytohormones (indole acide acétique IAA, cytokinines, Aminocyclopropane-1-Carboxylate
(ACC) Désaminase) et, (2) la fixation de l'azote, (3) la production de sidérophore et (4) la
solubilisation du phosphate (Panpatte et al., 2016).
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3.1.2.1.Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens est un agent de lutte biologique prometteur qui peut inhiber une variété
d'agents pathogenes des plantes, tels que Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum et Botrytis
cinerea, mais en raison de sa faible résistance a la chaleur, son taux de survie est faible (Chen

etal, 2019).

Les mécanismes d'action antagonistes utilisés par P. fluorescens contre les agents
pathogénes fongiques comprennent la production de composés volatils compétitifs au fer,
d'antibiotiques tels que la pyrrolnitrine et le 2,4-diacétylphloroglucinol et l'induction d'une

résistance systémique de 1'hote (Wallace et al., 2017).

3.1.2.2.Pseudomonas chlororaphis

Cette bactérie est 'un de ces organismes qui supprime la pourriture des tiges de canola
causée par l'agent pathogene fongique Sclerotinia sclerotiorum. L'inhibition directe des agents
pathogeénes résulte de l'exposition a des produits bactériens sécrétés, notamment les
antibiotiques pyrrolnitrine (PRN) et phénazine (PHZ), les chitinases, les protéases, les lipases
et les sidérophores. Cette bactérie exerce également ses effets indirectement en amorgant la
réponse de défense des plantes, ce qui permet a la plante de repousser plus efficacement

(Shah et al., 2020).

3.1.2.3.Pseudomonas putida

P. putida est une bactérie saprophytique du sol qui a la capacité de coloniser la racine des
plantes cultivées. C'est un agent de lutte biologique bien établi qui offre des avantages de

croissance a la plante (Bernal et al., 2017).

Cette bactérie réduit efficacement les populations de Phytophtpra citrophthora et P.
parasitica, les agents responsables du pourridié des agrumes. Elle adhére activement aux
hyphes de Phytophthora, restreint la croissance du pathogéne in vitro et produit un

sidérophore chélatant le fer, la pyoverdine (Steddom et Menge, 2001).

3.1.3. Rhizobacteruim
Rhizobium et ses alliés (Azorhizobium, Bradyrhizobium et Sinorhizobium) sont des
bactéries a Gram négatif qui provoquent le développement de nodules racinaires (et parfois de
tige) sur les plantes hotes (Long, 1996).
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Les rhizobiums sont un groupe d'organismes bien connus pour leur capacité a coloniser
les surfaces racinaires et a former des associations symbiotiques avec les légumineuses. Ils
jouent non seulement un réle majeur dans la fixation biologique de 1'azote, mais améliorent
¢galement la croissance des plantes et réduisent l'incidence des maladies dans diverses
cultures. Les rhizobiums sont connus pour controler la croissance de nombreux champignons
pathogéenes des plantes d'origine tellurique appartenant a différents genres comme Fusarium,

Rhizoctonia, Sclerotium et Macrophomina (Das et al., 2017).

Les mécanismes impliqués dans la lutte biologique contre les champignons pathogenes
par les rhizobiums comprennent le mycoparasitisme, la production d'antibiotiques et les
métabolites secondaires antifongiques, y compris le cyanure d'hydrogéene (HCN), des
enzymes lytiques, la production de sidérophores, la compétition pour le fer entre les agents
pathogenes et les rhizobiums, la compétition pour les nutriments, l'induction de la défense des
plantes et la promotion de la croissance des plantes, ce qui réduit la sensibilité aux attaques

pathogenes (Arora et al., 2001; Huang et Erickson, 2007).

3.1.4. Agrobacteruim

Tous les membres du genre Agrobactenum sauf A. radiobacter induit une hypertrophie
corticale des parties supérieures des racines (A. tumefaciens et A. rubi) ou croissance

anormale des racines (4. rhizogenes) sur de nombreux types de plantes (Sawada et al., 1993).

A. radiobacter K84 est utilisé dans le commerce pour lutter contre la galle du collet, une
maladie végétale tumorigeéne causée par un pathogéne omniprésent dans le sol, A. tumefaciens

(Stockwell et al., 1993).

3.1.5. Enterobacter

Les especes d’Enterobacter sont des bactéries Gram-négatives appartenant a la famille

des Enterobacteriaceae et au genre Enterobacter (Abbott, 2011).

Les membres de ce genre sont le plus souvent isolé de 1'environnement, en particulier du

sol, des plantes et des fruits, mais aussi de sources humaines (Peng et al., 2009).

Plusieurs souches d'Enterobacter qui colonisent les racines des plantes ont été étudiées
comme rhizobactéries favorisant la croissance des plantes et améliorant leur rendement (Saleh

et Glick, 2001).
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Des souches d’E. Cloacae et d’E. Agglomerans se sont révélées produire des
sidérophores comme l'entérochéline et 1'aérobactine et différents métabolites antifongiques
volatils et non volatils. La compétition pour les nutriments et la capacité de colonisation de la
rhizosphére ont été considérées comme des mécanismes possibles de I'activité antifongique

chez E. cloacae et E. agglomerans (Chernin et al., 1995).

3.1.6. Serratia

L'espéce Serratia fait partie de la famille des Enterobacteriaceae et est omniprésente
dans l'environnement (Williams ez al., 2019). Beaucoup de ces isolats sont connus pour avoir
des capacités favorisant la croissance des plantes (PGP) et/ou un potentiel de lutte biologique
basés sur l'antibiose (production de prodigiosine et pyrrolnitrine) et la production d'enzymes
lytiques (chitinases et B-1,3-glucanases) contre les champignons fongiques présents dans le

sol (Chakraborty et al., 2010).

Parmi les mécanismes par lesquels le genre Serratia exerce des effets bénéfiques sur les
plantes, ils facilitent I'absorption de nutriments tels que le phosphore via la solubilisation du
phosphate et la production de sidérophores. En plus, ces bactéries synthétisent des
phytohormones stimulantes comme 1'acide indole-3-acétique qui participent a la promotion de

la croissance des plantes (Kshetri et al., 2019).

Serratia sp. provoque ¢également une résistance systémique induite (ISR) ou
I'amélioration de la capacité défensive de la plante contre divers agents pathogénes et

ravageurs des plantes est acquise apres une stimulation appropriée (Ryu et al., 2013).

3.1.7. Azospirillum

Les bactéries du genre Azospirillum sont des microaérophiles a Gram négatif, non
fermentatives et chimiorganotrophes qui appartient a la classe des Alphaprotéobactéries. Ces
bactéries réduisent également le nitrate (NOj3") dans les racines, favorisant la croissance des
plantes en raison de la baisse des dépenses énergétiques qui en résulte pour la réduction des

nitrates en ammoniac (Fages, 1994).

D'autres mécanismes indirects par lesquels les bactéries Azospirillum peuvent favoriser la
croissance des plantes sont en réduisant l'apparence des champignons ou pathogeénes du sol
via la production de sidérophores, chitinases, glucanases et antibiose. L’auxine, en particulier

l'acide indole-3-acétique, est la principale hormone favorisant la croissance des racines.
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Azospirillum produisent cet acide en plus d'autres composés indoles tels que cytokinines et

gibberillines (Duarte et al., 2020).

Azospirillum spp. est utilisé comme un herbicide (Bouillant ez al., 1997) et un fongicide

contre Fusarium, Rhizoctonia et Sclerotinia (Hassouna et al., 1998).

Mehnaz, (2015) donne un exemple d’AzoGreen qui est un produit ne contient que A.
brasilense. Son utilisation est recommandée comme tégument pour améliorer la germination
des graines, la prolifération du systéme racinaire, la résistance a la sécheresse et la santé des

plantes.

3.1.8. Les Actinomycetes

Les actinomycétes, une bactérie Gram positive, bien connue comme source
d'antibiotiques, posseédent également un potentiel pour contrdler divers agents pathogénes des
plantes, en plus d'agir comme agent favorisant la croissance des plantes. Ces agents
microbiens peuvent remplacer substantiellement les pesticides chimiques nocifs. Les
actinomycetes commencent a trouver une place en tant qu'intrant important dans les pratiques

agricoles (Chaurasia et al., 2018).

Mycostop et Actinovate sont deux formulations a base d'actinomycétes disponibles dans
le monde entier pour une utilisation en maraichage en remplacement des formulations

chimiques (Chaurasia et al., 2018).

Les actinomycétes ont été largement exploités principalement a cause de leur capacité a
produire des composés bioactifs, tels que des antibiotiques et des enzymes lytiques (Clardy et
al., 2006). En fait, les antibiotiques produits par ces bactéries filamenteuses, principalement
Streptomyces spp., pourraient inhiber le développement d'une large gamme de champignons
et/ou de bactéries phytopathogénes (Berg et al., 2001). Egalement ces composés ont souvent
¢té¢ considérés comme l'un des outils les plus importants pour lutter contre les maladies
transmises par le sol (Buchenauer, 1998) avec un faible effet toxique pour les humains et les
animaux, caractéristiques bien souhaitées pour les besoins des nouveaux consommateurs

(Cardoso et al., 2010 ; Costa et al., 2013).

La production d'enzymes chitinolytiques et de sidérophores est un mode d'action
supplémentaire connu pour l'inhibition de la croissance fongique par les actinobactéries. Les

actinobactéries peuvent produire des enzymes qui dégradent les parois des cellules fongiques,
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notamment par la production de chitinases. Plus de 90% des microorganismes chitinolytiques
sont des actinomycetes. Ceux-ci ont été largement étudiés au cours des deux dernicres

décennies (Gupta et al., 1995 ; Vurukonda et al., 2018).

3.1.8.1.Streptomyces

Streptomyces est le genre le plus connu des actinomyceétes. Ces bactéries sont largement
utilisées comme agents de lutte biologique (Figure 2). Les espéces de Streptomyces ont
d'excellentes capacités de produire une variété de composé€s bioactifs, tels que des molécules
antibactériennes, antifongiques, antivirales, anticancéreuses et antioxydantes (Newitt et al.,

2019).

Chitinases

Induce plant

immune system
response

Competitive
exclusion

Figure 2. Résumé des principaux mécanismes de lutte biologique par Streptomyces contre les

maladies des plantes (Newitt et al., 2019).

Certains antibiotiques produits par Streptomyces ont été utilisés comme fongicides pour
le contréle de la déflagration du riz, comme le Blasticidin-S et Kasugamycin (Copping et

Ducke, 2007 ; Chaiharn et al., 2020).

Les Streptomyces sont également capables de produire un ensemble d'enzymes
cellulolytiques et hydrolytiques dont les plus connues sont les chitinases et les glucanases qui
pourraient permettre une entrée forcée dans le matériel végétal en brisant les parois cellulaires
épidermiques et les lamelles moyennes entre les cellules végétales pendant le parasitisme

(Viaene et al., 2016).
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Compte tenu de leur capacité a coloniser les racines des plantes et a produire des
métabolites secondaires antimicrobiens puissants, le genre Streptomyces devient un choix de
plus en plus évident lors de la recherche de nouveaux agents de lutte biologique. Ce genre
contribue fréquemment a la promotion de la croissance des plantes dans des conditions
environnementales ambiantes et stressantes, telles qu'une salinité élevée (Patel ef al., 2018 ;

Chaurasia et al., 2018).

Certains Streptomyces spp. ont été développés avec succes autant qu’agents de lutte
biologique commerciaux et testés pour le controle d'autres maladies des plantes (Tableau 1).
Par exemple, S. griseoviridis souche K61 (Mycostop), qui a été testée pour le controle de
Ceratocystis radicicola qui provoque le roussissement noir sur le palmier dattier et des agents
pathogenes terrestres de la tomate tels que Fusarium oxysporum f. lycopersici, Alternaria
alternata et Verticillium dahliae (Suleman et al., 2002 ; Minuto et al., 2006 ; Law et al.,
2017).

Tableau 1. Liste des produits a base de Streptomyces spp. disponibles sur le marché mondial

(Vurukonda et al., 2018).

Organisme nuisible / pathogeéne /

Nom du produit commercial | Microorganisme maladie ciblé

Actinovate, Novozymes, BioAg | Streptomyces. lydicus Malad} es du sol causces par 'Py thzum,
Fusarium, Phytophthora, Rhizoctonia,

Inc., USA WYEC 108 o . :
Verticillium,  Botrytis,  Alternaria,
Postia, Geotrichum et Sclerotinia
Atténuation causée par Alternaria et R.

Streptomyces K61 solani et Fusarium, Phytophthora et

Mycostop, Verdera Oy, Finland

Pythium flétrissement et maladies des
racines

Mykocide KIBC Co. Ltd. South
Korea

S. colombiensis

Oidium, moisissure grise, tache brune

Actofifit, Astur

S. avermitilis

Insecticide

Bactophil 8. albus Maladies de germination des graines
Bialaphos S. hygroscopicus, Herbicide
S. viridochromogenes
Incide SP, Sri Biotech S. atrovirens Insecticide
Laboratories India Ltd., India
Actin, Sri Biotech S. atrovirens Fungicide

Laboratories India Ltd., India
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3.1.8.2.Actinomycete non-Streptomyces

Autres genres d'actinobactéries, tels que Actinoplanes, Microbispora, Micromonospora et
Streptosporangium ont rarement ¢été étudiés comme BCA et/ou comme promoteurs de

croissance des plantes (PGP) (El Tarabily et Sivasithamparam, 2006).

Actinoplanes, Saccharopolyspora et Micromonospora sont le principal groupe
d'actinomyceétes qui produisent des métabolites importants sur le plan commercial avec des
activités antimicrobiennes, antitumorales, insecticides, immunosuppressives et inhibitrices

enzymatiques (Manivasagan et al., 2013).

Micromonospora sont bien connues pour leur capacité a produire un grand nombre de
cellulases, ces enzymes contribuent trés probablement au renouvellement du matériel en

décomposition dans différents habitats (De Menezes ef al., 2012).

Sabaou et al., (1983) ont rapporté qu'une souche de Nocardiopsis dassonvillei a montré
des activités antimicrobienne, mycolytiques et parasitaires contre les hyphes végétatifs de

Fusarium oxysporum et F. albedinis.

Il a été signalé que les spores d'Actinoplanes spp. ont une réponse chimiotactique a la

présence des conidies fongiques, des chlamydospores et des sclérotes (Arora, 1986).

3.2.Les champignons

Certains champignons sont des parasites obligatoires qui nécessitent la croissance et la
reproduction de 1'héte vivant, mais la majorité¢ d'entre eux sont des saprophytes qui n'ont
besoin d'aucun hote et peuvent survivre dans le sol, 1'eau ou l'air. La lutte biologique contre
les agents phytopathogénes présents dans le sol au biais des champignons est un substitut
potentiel a l'utilisation de pesticides chimiques, qui se sont déja révélés nocifs pour

'environnement (Chet et Inbar, 1994 ; Singh et al., 2018).

Le contrdle biologique fongique est un moyen passionnant et c’est un domaine de
recherche ayant des implications sur la productivité végétale, la santé animale et humaine et la

production alimentaire.

Selon Jyoti et Singh, (2016), l'attractivité¢ des champignons en tant qu'agents de lutte

biologique dépend a certaines propriétés :
- Leur omniprésence générale,

26



Revue bibliographique

- Leur degré élevé de spécificité de 'hote,
- La destruction de I'hote,

- La persistance,

- L’efficacité de la dispersion,

- La facilité de culture en laboratoire.

3.2.1. Trichoderma

Trichoderma est un champignon filamenteux du sol qui fonctionne comme un agent de
lutte biologique contre un large éventail d'agents pathogeénes des plantes économiquement

importants (Brunner et al., 2005).

Trichoderma a été largement utilisé pour la suppression des maladies. Il a la capacité de
parasiter d'autres champignons, en raison de la production d'enzymes lytiques de la paroi
cellulaire et de I'antibiose. De plus, il produit également divers métabolites secondaires et peut
induire une résistance chez les plantes. Ces caractéristiques en font I'agent de lutte biologique

le plus favorable a la protection des plantes (Woo et al., 2014).

Trichoderma spp. non seulement inhibe la croissance des agents pathogenes, mais profite
¢galement a la plante hote en stimulant la colonisation de la rhizosphére, en favorisant la
croissance des plantes et des racines et en améliorant les mécanismes de défense de la plante

(Khasa, 2017).

3.2.2. Beauveria

Beauveria est un pathogéne opportuniste et son utilisation contre de nombreux
arthropodes est répandue. De nouvelles ¢tudes explorant des méthodes alternatives de
dissémination de ce champignon dans l'environnement ont ¢t¢ menées dans le but de

maximiser 1'efficacité de sa transmission aux arthropodes cibles (Baron et al., 2019).

Ce genre de champignon est également bien connue par la production de métabolites
secondaires aux propriétés toxiques contre certain champignons phytopathogénes comme

Rhizoctonia solani et Pythium myriotylum (Ownley et al., 2008).

3.2.3. Fusarium

Fusarium oxysporum est bien représenté¢ dans la microflore de la rhizosphére. Bien que
toutes les souches existent de maniere saprophyte certaines sont pathogenes et peuvent induire

la pourriture des racines (Gerlach et Nireberg, 1982 ; Olivain et Alabouvette, 1999). Les
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interactions entre les souches pathogenes et non pathogénes entrainent le contrdle de la
maladie. Par conséquent, des souches non pathogénes sont développées en tant qu'agents de
lutte biologique. Les souches non pathogeénes de F. oxysporum présentent plusieurs modes
d'action contribuant a leur capacité de lutte biologique. Ils sont en mesure de rivaliser pour les
nutriments dans le sol, ce qui affecte le taux de germination des spores du pathogéne. Ils
peuvent également rivaliser pour les sites d'infection a la racine et déclencher des réactions de

défense des plantes, induisant une résistance systémique (Fravel et al., 2003).

3.2.4. Autres champignons

Bien qu'il existe une longue liste de champignons qui s'attaquent aux ravageurs de
plantes, les plus importants sont Metarhizium, Paecilomyces, Verticillium, Hirsutella,
Nematophthora, Arthrobotrys, Drechmeria, Fusarium, et Monacrosporium. Verticillium
chlamydosporium serait également un champignon nématophage prometteur pour la gestion

de certains nématodes a kystes et a nceuds racinaires (Bourne ef al., 1996).

Les levures Ascomycota se reproduisent exclusivement par bourgeonnement, comme la
levure la plus connue Saccharomyces cerevisiae. Les basidiomyceétes se développent de fagon
dimorphe, passant d'une forme de levure a une forme filamenteuse dikaryote (Choudhary et

Johri, 2009).

C'est le cas de Rhodotorula et Cryptococcus sp. ces levures prosperent apparemment de
manicre symbiotique ou mutualiste, colonisant virtuellement divers tissus végétaux (Doty,
2013), dans lesquels ils peuvent provoquer des changements structurels (Luna, 2017). Ils
consomment des sucres et assimilent les acides aminés générés par la plante, et contribuent au
bien-étre et a la réponse au stress de la plante de différentes maniéres, y compris la production
de hormones, de catalase ou de sidérophores (Joubert et Doty, 2018). Les levures peuvent
antagoniser les champignons filamenteux phytopathogénes, soit en occupant leur niche, soit
en les antagonisant. Par exemple, Suzzi et al., (1995) ont observé que les souches naturelles
de levure de vin de Saccharomyces et Zygosaccharomyces inhibaient in vitro la croissance de
10 espeéces de champignons pathogénes d'origine végétale, a savoir Cladosporium variabile,
Rhizoctonia fragariae, Phomopsis longicolla, Colletotrichum acutatum, Aspergillus niger,
Sclerotinia  sclerotiorum, Penicillium digitatum, Macrophomina phaseolina, Trichoderma

viride, et Botrytis squamosa (Ferraz et al., 2019).
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Chapitre 2. Les actinomycétes et les champignons filamenteux.

I. Les actinomycetes

1. Généralités

Le nom actinomycete dérive du grec ancien (actino aktis, « rayon ») et (mycetes mukes,
« champignon ») signifiant la formation de mycélium et la croissance axée sur l'extension de
la pointe des hyphes. Les actinomycetes sont un groupe au sein du phylum Gram positif
Actinobacteria contenant des genres de bactéries filamenteuses qui sont considérés comme un
groupe de transition entre les bactéries et les champignons (Malviya et al., 2013 ; Prudence

et al., 2020).

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positif, formant des spores, contenant
environ 57 a 75 % de GC dans leur ADN. Les actinobactéries sont chimioorganotrophes qui
se développent a pH neutre et aussi dans des conditions alcalophiles et acidophiles. Les
actinobactéries peuvent étre phototrophes, autotrophes ou hétérotrophe. Au cours de la
croissance active, il y a un développement incomplet du mycélium chez les actinobactéries
alors que les actinobactéries bien matures auront un mycélium de deux types ; l'un est
rhizoide dans le substrat et I'autre mycélium aérien sur le substrat extérieur (Segaran et al.,

2017).

La plupart des actinomycetes agissent comme des saprophytes pour la production de
nutriments en dégradant les mati¢res organiques qui sont connus pour &tre présents dans

'environnement comme les sédiments du sol, des étangs et des lacs (Segaran et al., 2017).

Les actinomycetes ont été placées dans le phylum Actinobacteria, qui se compose
actuellement de plus de 30 familles et plus de 160 genres. Etant un grand groupe de
ressources microbiennes d'utilisation pratique étendue et de grande valeur commerciale, les
actinomycetes contribuent a environ 70 % de la source d'antibiotiques et produisent également
de nombreux métabolites bioactifs non antibiotiques, tels que des enzymes, des inhibiteurs
d'enzymes, des régulateurs immunologiques, des propriétés antioxydantes, etc. Les
actinomycetes sont largement distribués dans les habitats naturels, en particulier le sol et

I'océan (Dilip et al., 2013).

29



Revue bibliographique
2. Morphologie des actinomycétes

Les actinomycetes présentent les plus grandes différences morphologiques parmi les
bactéries Gram-positive ; cependant, la structure cellulaire des actinobactéries est typique des
procaryotes et totalement différente des champignons. Les actinomycetes ont un mycélium
radial bien développé. Selon la différence de la morphologie et de la fonction, le mycélium
peut étre divisé¢ en mycélium de substrat et mycélium aérien. Les modes de croissance et de
fracture du mycélium du substrat, la position de la spore, le nombre de spores, les structures
de surface de la spore, la forme des sporanges et le fait que les sporangiospores aient ou non
des flagelles sont toutes des caractéristiques morphologiques importantes de la classification

des actinobactéries (Li et al., 2016).
2.1.Mycélium de substrat

Le mycélium du substrat des actinobactéries varie en taille, forme et épaisseur. Sa couleur
va du blanc ou pratiquement incolore au jaune, marron, rouge, rose, orange, vert ou noir
(Anandan et al., 2016). Les pigments les plus courants sont : les caroténoides (Actinoplanes,
Micromonospora), les prodiogiosines (Actinomadura, Streptomyces), naphtochinones
(Streptomyces, ex. protoactinorhodine), glycosides d'anthracycline (Streptomyces, ex. [-
rhodomycine), phénozacinones (Streptomyces, ex. actinomycine), diaza diphénochinone
(Arthrobacter, Corynebacterium, ex. nicotinblue), et diaza-indophénol (Arthrobacter,
Streptomyces, ex. indochrom). De nombreux pigments sont des métabolites secondaires et

leur production varie également au sein d'une méme espeéce (Wink et al., 2017).
2.2.Mycélium aérien

Le mycélium aérien est généralement plus €pais par rapport au mycélium du substrat. Le
mycélium aérien montre un changement suffisant pour qu'un assortiment divers d'isolats
puisse étre séparé en un certain nombre de groupes ayant des caractéristiques morphologiques
similaires dans des conditions fixes, comprenant la structure (cotonnée, veloutée ou
poudreuse), la pigmentation et la formation d'anneaux ou de zones concentriques (Anandan

etal., 2016).
2.3.Morphologie de la chaine de spores

La morphologie des spores est importante dans la taxonomie des actinobactéries. Les

¢tapes initiales de sporulation chez plusieurs actinobactéries peuvent étre considérées comme
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des processus de bourgeonnement car elles satisfont aux principaux criteéres utilisés pour
définir le bourgeonnement chez d'autres bactéries. Les spores peuvent se former sur le
substrat et/ou le mycélium aérien sous forme de cellules individuelles ou en chaines de
différentes longueurs. Dans d'autres cas, les spores peuvent étre hébergées dans des vésicules

spéciales (sporanges) et dotées de flagelles (Barka et al., 2016).

Dans les genres Thermoactinomycetes, Micropolyspora et Micromonospora, la formation
de spores se produit directement sur le mycélium du substrat, alors que chez les Streptomyces,
les spores se développent a partir du mycélium aérien. Les groupes Actinosynnema et
Actinoplanes sont caractérisé€s par des spores mobiles, tandis que Thermoactinomyces posséde
des endospores uniques résistantes a la chaleur. Certains autres genres d'Actinobactéries ont
des sclérotes (Chainia), des synnémes (Actinosynnema), des vésicules contenant des spores
(Frankia) ou des vésicules dépourvues de spores (Intrasporangium). La figure 3 explique les
différents types de spores que 1'on peut trouver dans les genres actinomycetes (Barka et al.,

2016 ; Traxler et Rozen, 2022).
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/P

Actinoplanes Pilimelia Spirilospora Streptosporangium
Ampullariella Dactylosporangium Planomonospora Frankia

A

Micromonospora Thermomonospora Saccharomonospora Thermoactinomyces

Catellatospora Microbispora Microtetraspora Streptomyces
Figure3. Morphologie des spores chez les actinomycetes (Barka ez al., 2016).
3. Cycle de vie

Ce sont des bactéries aérobies du sol omniprésentes avec un mode de vie filamenteux et
se reproduisent par sporulation. Lorsque conditions sont favorables, une spore germe en
formant une ou deux tubes germinatifs qui se développent en hyphes par extension et
ramification de la pointe des hyphes, libérant ainsi des exoenzymes pour décomposer les

polymeres comme la chitine et la cellulose afin de fournir des nutriments (Van der Meij et
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al., 2017). Lorsque les nutriments se raréfient, un programme de développement complexe
visant la sporulation est lancé. Pour cela, le mycélium végétatif ou substrat subit une autolyse
afin de fournir des nutriments au mycélium aérien. Les hyphes aériens reproducteurs subissent
une réplication extensive de I'ADN et une division cellulaire pour former des chaines de
spores, chaque spore contenant un seul chromosome. L'initiation de la sporulation est liée a la
production de métabolites secondaires bioactifs, tels que ceux ayant des activités

antibiotiques, antifongiques, antivirales, antitumorales ou insecticides (Van der Meij et al.,

2017) (Figure 4).
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Figured4. Cycle de vie des actinomycétes (Van der Meij et al., 2017).

4. Classification des actinomycétes

Dans leur premicre systématique, les Actinobactéries appartenaient a I’ordre des
Actinomycetales et elles sont regroupées en 4 familles Actinomycetaceae, Streptomycetaceae,
Mycobacteriaceae et Actinoplanaceae. La taxonomie des actinobactéries a considérablement
évolué au fil du temps avec l'accumulation d'informations. Le phylum d’Actinobacteria est
actuellement séparé en 6 classes : Acidimicrobiia, Actinobacteria, Nitriliruptoria,
Coriobacteriia, Thermoleophilia et Rubrobacteria. La classe des Actinobacteria est

subdivisée en 15 ordres (Gao et Gupta, 2012) qui sont regroupés dans la figure 5.
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Class | Orders diangeliaies
Actinobacteria | Actinarmycetales Kineasporiales
Actinopolysporales  Micrococoales
Bifidobacteriales Micromenosporales
Catenulisporales Propionibacteriales
Conynebacteriales  Pseudonocardiales
Frankiales Strepromycetales
Glycomycetales Streptosporangiales
! Class Order
| Actdimicrobiia Acidimicrobiales
Phylum : -
Actinebacteria
| Class Order
| Corobacterlia | Corlobacteriales
Clae Orders
Nit ﬂ.‘”; ; e Nilriliruptorates
it rrug orig Euzebyales
| Class | Order
Aubrobacteria | Rubrobocterales
—l i _ %gre:r:ofeaphﬁmes
| Thermaleophilia Solirubrobaocterales

Figure 5. Systématique des actinomycetes (Gao et Gupta, 2012).

L'ére moderne de la classification des organismes proposés comme membres de la classe
des Actinobactéries trouve son origine dans trois sources : premi¢rement, 1'établissement de la
chimiotaxonomie qui détecte les différences dans la composition chimique des constituants
cellulaires tels que le peptidoglycane, les lipides polaires et les acides gras, les quinones
isoprénoides, les cytochromes et la composition de base de 1I'ADN ; deuxiémement,
l'introduction d'expériences de 1’hybridation ADN-ADN qui mesurent les similitudes entre
I'ADN simple brin de souches d'especes étroitement apparentées ; et troisiémement, la
détermination des similitudes de séquences d'ARNr et d'ADNr 16S, qui révele 1'étendue de la
variation de séquence entre les souches a tous les niveaux de parenté (Stackebrandt et al.,

1997).

La derniére classification des actinomycetes mentionnée dans le « Bergey’s Manual of
Systematics of Archaea and Bacteria » rapporte que le phylum Actinobacteria comprend 6
classes, 19 ordres, 50 familles et 221 genres. Cependant, de nombreux nouveaux taxons
continuent d'étre découverts, de sorte que cette liste est certainement inachevée. La classe des
actinobactéries et les rangs taxonomiques fondamentaux au-dessus du niveau du genre ont été

proposés exclusivement sur la base de séquencage du I'ARNr 16S. L'identification des
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actinobactéries via des méthodes traditionnelles telles que les caractéristiques phénotypiques
n'est pas aussi précise que les méthodes génotypiques. L'analyse de la séquence du géne de
I'ARNr 16S a été reconnue comme un outil puissant pour l'identification de souches mal
décrites, rarement isolées ou phénotypiquement aberrantes et peut conduire a une analyse

phylogénétique unique de souches nouvellement isolées (Amin et al., 2020).

5. Distribution des actinomycetes

5.1.Le sol

La population d'actinomyceétes est la plus importante dans la couche superficielle des sols
et diminue progressivement avec la profondeur. Ils sont largement distribués dans le sol, le
compost, etc, avec des valeurs estimées allant de 10* a 10® par gramme de sol. Ils sont
sensibles a 1'acidité/au pH bas (plage de pH optimale de 6,5 a 8,0) et conditions de sols gorgés
d'eau. Ils sont mésophiles (25-30 °C) et certaines espeéces couramment présentes dans le
compost et les fumiers sont thermophiles et poussent a une température de 55 a 65 C (par ex.

Thermoatinomycetes, Streptomyces) (Bhatti et al., 2017).

La diversité des actinomycetes peut également étre influencée par la gamme d'espéces
végétales cultivées sur un sol particulier. Etant donné que différentes plantes produisent
différents métabolites chimiques, afin de survivre, les actinomycetes doivent s'adapter a
'environnement. Le sol étant la meilleure source d'actinomycétes, de nombreuses recherches
sont concentrées sur l'écologie du sol. Ils peuvent étre trouvés dans une variété de sols,
cultivés et non cultivés, fertiles et infertiles, dans diverses parties du monde (Devanshi et al.,

2021).

Il existe plusieurs groupes d'actinomycetes stables dans le sol et dans la rhizosphére des
plantes. Les actinomyceétes sont trés importants pour de nombreuses plantes, ou les
streptomycetes rhizosphériques peuvent protéger les racines des plantes en inhibant la
croissance des agents pathogeénes fongiques, un caractére basé sur leur capacité a produire des
antibiotiques antifongiques. En raison de leur diversit¢ métabolique, les actinomycétes sont
considérés comme une bonne source d'enzymes lytiques, d'antibiotiques et d'autres

métabolites bioactifs (Selim ez al., 2021).
5.2.Habitat aquatique

Dans les résidus de marécages en bord de mer, les actinomyceétes représentaient 2 a 5 %

des groupes microbiens, et étaient une population indigéne. Les actinomycetes poussent
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¢galement dans I'eau potable réservoir influengant la qualité de 1'eau en provoquant des odeurs
de terre, qui sont dues a leur génération de métabolites secondaires volatiles, comme la
géosmine et le méthylisobornéol. La plupart des genres présents dans 1'eau sont Actinoplanes,
Micromonospora, Nocardia, Rhodococcus, Streptomyces et Thermoactinomyces. Un
assortiment de genres a été isolé de lI'eau de mer et sédiments marins sont Streptomyces,

Micromonospora, Microbispora et Nocardia (Bawazir et Shantaram, 2018).

5.3.Habitats extrémes

Parmi les actinobactéries, celles qui sont halophiles ou halotolérantes suscitent 1'intérét
tant du point de vue taxonomique que biotechnologique. Les écosystemes extrémes, peu ou
pas exploités, représentent un domaine de recherche convoité ou des espéces microbiennes
rares ou nouvelles pouvant des potentiels de production intéressants sont ciblés (Smati et
kitouni, 2019). Les conditions de vie auxquelles les actinobactéries marines ont dil s'adapter
au cours de I'évolution des pressions extrémement ¢élevées (avec un maximum de 1100
atmospheres) et des conditions anaérobies a des températures juste en dessous de 0 °C sur la
profondeur, a des conditions acides ¢levées (pH aussi bas que 2,8) et a des températures
supérieures a 100 °C pres des ouvertures hydrothermales des dorsales médio-océaniques. 11
est probable que cela se refléte dans la diversité génétique et métabolique des actinomycétes
marins, qui restent a exploiter (Manivasagan et al., 2013).

Les grottes volcaniques ont été peu concentrées pour leur potentiel en tant que sources de
nouveaux composés bioactifs et d'especes microbiennes avec de nouveaux échafaudages. La
microbiologie des grottes volcaniques du Canada recommande que cet habitat spécifique
possede un potentiel extraordinaire pour l'isolement de nouvelles substances secondaires
bioactives. Beutenbergia cavernae, un nouveau genre d'actinomycetes et Agromyces
subbeticus isolés de la grotte du sud de 'Espagne, ou ces nouveaux isolats ont des activités
antimicrobiennes contre une variété d'agents pathogenes résistants (Selim et al., 2021).
5.4.L’air

La capacité des spores d'actinomycetes a étre dans 1'air a été détectée 1a ou l'air contient
différents types de leurs spores. Il a été¢ déclaré que les spores d'actinomycétes aéroportés
comme Nocardia sp. sont fréquemment répondues dans 1’air (Selim et al., 2021).

Les spores aéroportées de plusieurs espéces d'actinomycétes (par exemple,
Saccharopolyspora rectivirgula, Micropolyspora faeni, Thermoactinomyces vulgaris et
Streptomyces albus) ont été associées a l'incidence d'alvéolite allergique et d'autres effets

graves sur la santé (Reponen et al., 1998).
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5.5.Insectes et oiseaux

Les insectes et les oiseaux deviennent des sources importantes pour trouver des
composés bioactifs nouveaux chez les actinomycetes. Certains insectes, tels que
Pseudonocardia et Amycolatopsis, tuent les mauvaises herbes en raison de leur capacité
naturelle a produire des composés antimicrobiens grace a une interaction symbiotique avec les
actinomycetes. Les espéces de Pseudonocardia isolées a partir d’Apterostigma dentigerum
produisent de la dentigerumycine, tandis que les especes de Streptomyces isolées de genre
Acromyrmex produisent de la candicidine, un antifongique bien connu. Streptosporangium,
Actinomadura, Saccharopolyspora, Thermoactinomyces et Nocardia ont récemment été isolés
a partir des nids des oiseaux et d'hirondelles (Ezeobiora et al., 2022).

6. Importance des actinomycétes

Les actinobactéries produisent les deux tiers de tous les antibiotiques connus utilisés dans
la clinique aujourd’hui, mais aussi une vaste gamme de composés anticancéreux,
immunosuppresseurs, anthelminthiques, herbicides, pesticides, insecticides et des composés
antiviraux, en plus des enzymes extracellulaires. Ces bactéries sont donc des attractives

sources de molécules bioactives (Van Bergeijk et al., 2020).

6.1.La production des antibiotiques

Les antibiotiques produits par les actinomycetes possedent des structures chimiques les
plus variées, qui présentent un large éventail d'activités biologiques (De Simeis et Serra,
2021). I est rapporté que 45% des métabolites microbiens bioactifs actuellement connus
¢taient encore isolés de diverses espéces d'actinomycetes, et I'espéce Streptomyces produit
7600 composés (74% de tous les actinomycetes), tandis que les actinomycetes rares
représentent 26%, au total 2500 composés (Singh et al, 2014). En commengant par la
découverte de l'actinomycine en 1940, ensuite 1’apparition de streptothricine, streptomycine,
chloramphénicol, les tétracyclines, les érythromycines, la néomycine, la novobiocine,
oléandomycine, nystatine. La tendance se poursuit méme au vingtiéme siécle avec 'ajout de
nouveaux antibiotiques tels que daptomycine, épirubicine, analogues des carbapénémes,
théinamycine (Mahajan et Balachandran, 2012). Jusqu’a maintenant l'exploration de
nouveaux habitats est l'une des plus prometteuses moyens d'isoler les actinomycetes
producteurs d'antibiotiques doté d'une activité antimicrobienne (Charousova et al., 2019).
6.2.Production des enzymes

Les actinomycetes ont une importance énorme car ils possedent la capacité de produire et

de sécréter une variété d'enzymes hydrolytiques extracellulaires (Janaki, 2017).
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Les enzymes lignocellulolytiques, l'une des puissantes enzymes produites par les
actinomycetes, peuvent étre largement exploitées dans diverses industries. Les lignocellulases
sont des enzymes hydrolytiques capables de dégrader la lignocellulose dure dans la biomasse
végétale et comprennent les cellulases, les hémicellulases et laccase. Parmi les actinomycetes
producteurs de cellulase et hémicellulase sont Streptomyces sp. Cellulomonas fimi,
Microbispora bispora et Thermobifida fusca ont été largement étudiés. Les laccases sont
trouvées chez Streptomyces sp., Streptomyces cyaneus, Streptomyces coelicolor, Streptomyces
griseus, Streptomyces ipomoea, Thermobifida fusca, et Streptomyces sviceus (Saini et al.,
2015).

Streptomyces spp. sont des producteurs prolifiques d'une enzyme commercialement
importante, la xylanase. Xylanases de Streptomyces sp. sont préférés dans le traitement de la
pulpe de paille de riz pour améliorer la blanchissabilité de la pulpe. Cette préférence est due a
l'absence de contamination par la cellulase dans la xylanase et également a I'utilisation réduite
de produits chimiques pendant le blanchiment et la réduction en pate (Prakash et al., 2013).

Plusieurs études ont rapporté la production de protéases et de lipases a partir les
Actinomycetes comme les membres des genres, Streptomyces, Nocardia et Nocardiopsis. La
plupart des protéases montrent une tolérance a divers stress abiotiques tels que le pH, la
température et la salinité élevés (Mehnaz et al., 2017).

Les enzymes amylases, qui sont considérées comme un produit potentiel dans de
nombreux domaines, notamment les industries de fabrication, clinique, médicinale, de chimie
analytique, de production d'éthanol, de textile, d'alimentation, de brasserie et de distillation
dont les actinomycetes sont parmi les premiers producteurs de I’amylase a savoir les genres
Streptomyces sp., S. avermitilis, S. fragilis, Nocardiopsis sp. et Thermobifida sp. (Al-Agamy
etal., 2021).

Les chitinases sont spécifiques pour dégrader des polymeres linéaires de N-
acétylglucosamine. Les chitinases ont ¢t¢ isolées a partir de filtrats de culture de S. griseus,
S.antibiotiques, Amycolatopsis (Streptomyces) orientalis, et de plusieurs souches de
Streptomyces spp. (Vaijayanthi et al., 2016). L'industrie alimentaire utilise les pectinases
notamment dans la clarification des jus de fruits, le dégommage des fibres, la vinification et le
rouissage des fibres libériennes. Pectinases de Streptomyces sp. et Nocardia sp. sont
largement étudiés (Salehghamari et al., 2019).

Un éventail d'autres enzymes a potentiel industriel signalées par les actinomycetes

comprend les peroxydases, thrombinase, L[-asparaginase, galacturonase, glucanase et les
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tyrosinases qui sont efficaces dans le traitement des colorants textiles promettant leur
application dans les usines de traitement des déchets (Prakash et al., 2013).

La production des enzymes est impliquée dans la bioremédiation en utilisant
d'organismes et/ou de leurs produits métaboliques pour €liminer, réduire ou transformer les
contaminants en espéces moins nocives pour l'environnement dont le genre Streptomyces et
non-Streptomyces tel que Gordonia, Nocardioides, Frankia, Rhodococcus, Kocuria, et
Arthrobacter sont largement utilisés dans ce processus (Romano-Armada et al., 2020).
6.3.Production des molécules de controles des ravageurs de plantes

Outre les quantités énormes de métabolites agro-actifs produits par les actinomycetes, ils
jouent également un rdle important dans l'agriculture en tant qu'agents de lutte biologique.
Streptomyces hygroscopicus var. geldanus, un producteur de geldanamycine, dans le sol pour
sa capacité a contrdler la pourriture des racines du pois causé par Rhizoctonia. Streptomyces
violaceusniger YCEDY, producteur de nigéricine, de geldanamicine et d'un complexe
d'antibiotiques lactones macrocycliques, dans des expériences en serre pour contrdler

Rhizoctonia solani et Sclerotinia homeocarpa (Gonzalez-Franco et Robles-Hernandez,

2009).

Les avermectines polycétides et les milbémycines sont les principales classes de
pesticides macrolides. Ces composés possédent un large spectre antiparasitaire puissant a
faible dose et sont actifs contre de nombreux nématodes immatures. Les milbémycines,
produites a partir de cultures de Streptomyces hygroscopicus ou Streptomyces
bingchenggensis, sont structurellement similaire aux avermectines (Li et al., 2021). Les
composés actifs isolés de Streptomyces ont montré des activités régulatrices de la croissance
des insectes et insecticides contre Aedes albopictus et Plutella xylostella. Les prasinons,
l'avermectine le doramectine, la milbémycine, la nanchangmycine, le spinosad et la
dianemycine ont ét¢ dérivés en tant que composés actifs du genre Streptomyces spp., Contre

une variété d'insectes nuisibles (Kim et al., 2022).

Les actinomycetes sont un groupe important de micro-organismes produisant de
nombreux composés actifs d’herbicides tels que I'anisomycine, le bialaphos et 1'herbicide A et
B contre Parthenium hysterophorus, Ageratum conyzoides et Bidens biternata. L'utilisation de
métabolites secondaires microbiens comme herbicide naturel potentiel sert de modele pour les
produits agrochimiques bio-rationnels et respectueux de I'environnement, qui ont été mis en
¢vidence pour une approche holistique dans la gestion intégrée des mauvaises herbes (Singh

etal., 2018).
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II. Les champignons filamenteux

1. Généralités sur les champignons

Les champignons (moisissures et levures) sont des types particuliers de micro-organismes
abondants et répandus dans la nature. En général, les champignons sont connus comme des
décomposeurs et aussi des parasites des animaux et des plantes. Contrairement a d'autres
microbes, les champignons n'ont pas la capacité de produire leur propre nourriture car ils sont
dépourvus de chlorophylle. Pour maintenir leur existence, les champignons se nourrissent soit
de plantes et d'animaux vivants (hdte vivant), soit de plantes et d'animaux morts et en
décomposition. Les champignons sécrétent des enzymes extracellulaires qui peuvent
décomposer les composés organiques complexes en composés monomeres assimilables. Ces
composés simples sont finalement utilisés par les champignons comme sources d'énergie, de

carbone et d'autres nutriments (Sugiharto, 2019).

Les levures sont des champignons qui se développent en cellules solitaires qui se
reproduisent par bourgeonnement. Les taxons de levure se distinguent sur la base de la
présence ou de l'absence de capsules, de la taille et de la forme des cellules de levure. La
morphologie est principalement utilisée pour distinguer les levures au niveau du genre, tandis
que la capacité d'assimiler et de fermenter diverses sources de carbone et d'utiliser le nitrate
comme source d'azote est utilisée conjointement avec la morphologie pour identifier les

especes (McGinnis et Tyring, 1996).

Les champignons filamenteux sont également classés comme un royaume et séparés des
plantes, des animaux et des bactéries. Avec des parois cellulaires contenant de la chitine ; une
caractérisation principale par rapport aux parois cellulaires végétales qui contiennent de la
cellulose et des parois cellulaires bactériennes, les champignons sont abondants dans
I'environnement et discrets en raison de leurs petites structures et de leurs modes de vie

cryptiques sur les substrats qu'ils habitent (Egbuta et al., 2016).
2. Morphologie des champignons filamenteux

Les moisissures sont caractérisées par le développement d’hyphes, qui donnent les
caractéristiques de colonies observées en laboratoire. Les hyphes s'allongent par un processus
connu sous le nom d'élongation apicale, qui nécessite un équilibre prudent entre la lyse de la
paroi cellulaire et la nouvelle synthése de la paroi cellulaire. Certaines moisissures produisent

des cellules spéciales en forme de sac appelées sporanges, dont tout le protoplasme se divise
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en spores appelées sporangiospores. Les sporanges sont généralement formés sur des hyphes

spéciaux appelés sporangiophores (McGinnis et Tyring, 1996) (Figure 6).

/i— Sporangiospoves
o
Lk

Sporangs

Hyphe cosnocyligue

Figure 6. Structure et morphologie de moisissure (site web3 :

https://moisissures.wixsite.com/tpemoisissures/blank-c13ay).

La classification et l'identification des champignons, contrairement a d'autres agents
pathogeénes importants tels que les bactéries ou les virus, reposent principalement sur des
criteres morphologiques. Les champignons d'importance médicale sont microscopiques, et

'¢tude de leur morphologie nécessite I’'utilisation du microscope optique (Guarro et al.,
1999).

Un champignon typique est constitu¢ d'une masse de filaments ramifiés et tubulaires
entourés d'une paroi cellulaire rigide. Les filaments, appelés hyphes (au singulier hypha), se
ramifient de maniére répétée en un réseau compliqué, s'é¢tendant radialement, appelé
mycélium, qui constitue le thalle, ou corps indifférenci¢, du champignon typique. Le
mycélium se développe en utilisant les nutriments de I'environnement et, lorsqu'il atteint un
certain stade de maturité, il forme - soit directement, soit dans des fructifications spéciales -
des cellules reproductrices appelées spores. Les spores sont libérées et dispersées par une
grande variété de mécanismes passifs ou actifs ; lorsqu'elles atteignent un substrat appropri€,
les spores germent et développent des hyphes qui se développent, se ramifient a plusieurs

reprises et deviennent le mycélium du nouvel individu. La croissance fongique est
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principalement confinée aux extrémités des hyphes, et toutes les structures fongiques sont

donc constituées d'hyphes ou de portions d'hyphes (Moore et al., 2020).

Dans la croissance des champignons filamenteux, diverses formes peuvent étre
reconnues. Le modéle commun de croissance des champignons filamenteux provient d'un
hyphe qui forme un réseau entrecrois€, que nous appelons mycélium. Enfin, les pastilles sont
des agrégats d'hyphes compacts fortement entrelacés, sphériques ou semi-sphériques (Figure
7). De plus, le terme « touffe » est souvent utilisé pour décrire de petits agrégats de mycélium

ou de grandes et lourdes masses de mycélium agrégé (Reyes et al., 2017).

. ¢

E

Figure 7. Formation d'un culot fongique a partir d'une spore (A : spore, B : tube germinatif,
C : hyphe, D : hyphe bronchique, E : agglomérat d'éléments hyphes, F : Pastille) (Reyes et al.,
2017).

2.1.  Spore fongique

La spore fongique peut étre considérée comme le début et la fin du développement d'un
champignon. Lorsqu'elle est placée dans un environnement approprié, la spore fongique
germe et a partir de 1a, la cellule germée se développe et s’étendre pour former un fil

semblable a une cellule, appelé hyphe (Pazouki et Panda, 2000).
Il existe deux formes de spores qui peuvent étres sexuelles ou asexuelles :
2.1.1. Spores asexuelles

Les spores asexuées se forment apreés la mitose (mitospore) sans participation de la
méiose. Les champignons produisent une énorme variété de spores asexuées. Certaines
especes peuvent produire plusieurs types de ces spores. Par exemple, F. oxysporum forme des

macrospores en forme de banane, des microspores plus petites et des chlamydospores a parois
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¢épaisses. Le rapport entre la formation de macro- et de microspores dépend des conditions

environnementales et de 1'espece (Wyatt et al., 2013).
2.1.2. Spores sexuelles

Le développement sexuel augmente la diversité génétique et favorise la survie dans un
environnement changeant. Le développement sexuel se produit largement dans le régne
fongique et les spores qui en résultent portent de nombreux noms différents. Les zygospores
sont les spores sexuées produites par Zygomycota dans les zygosporanges. Les zoospores
diploides mobiles sont le résultat de la reproduction sexuée complexe de Chytridiomycota,
tandis que les basidiospores de Basidiomycota et les ascospores d'Ascomycota sont produites

sur les basides et dans les asques, respectivement (Wyatt et al., 2013).
3. Classification des champignons

La classification adoptée actuellement utilise une hiérarchie linnéenne telle que modifi¢e
par le Code international de nomenclature botanique (Code) (McNeill et al., 2006), et utilise
sept rangs, dont : ordre (suffixe : -ales), sous-classe (-mycetidae), classe (-mycetes), sous-
embranchement (-mycotina), embranchement (-mycota), sous-royaume et royaume. Les
taxons placés au méme rang ne sont pas nécessairement équivalents en age (sauf taxons

fréres), en nombre d'especes ou en degré de divergence morphologique (Hibbett et al., 2007).

Selon le dictionnaire des champignons d'Ainsworth et Bisby, 10e éd. (2008), la
classification phylogénétique des champignons divise le royaume en 7 embranchements, 10

sous-embranchements, 35 classes, 12 sous-classes et 129 ordres.

Un grand nombre de champignons filamenteux connus ont tendance a provenir du sous-
embranchement « Pezizomycotina » qui releve du Phylum « Ascomycota », faisant également
partie du sous-royaume Dikarya. Comme indiqué dans le graphique de la Figure 8, les
champignons filamenteux englobent de nombreux genres de champignons y compris
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Emericella, Eurotium,

Curvularia, etc (Egbuta et al., 2016).

Cependant, il est généralement admis, sur la base des données moléculaires disponibles,
que les Dikarya sont composés de deux groupes, les Ascomycota et Basidiomycota. Ces deux
groupes, qui comprennent des organismes essentiels a l'industrie tels que la levure de

boulangerie et la levure de biere, ainsi que de nombreux agents pathogénes importants pour
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l'agriculture tels que les rouilles (causés par les especes de Pucciniomycotina) et la maladie de
charbon commun (causée par les especes de Ustilaginomycotina), sont potentiellement les

plus étudiés parmi les champignons (Ebersberger et al., 2012).
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Figure8. Phylogénie et classification des champignons (Hibbett ef al., 2007).
3.1. Ascomycota

Le phylum Ascomycota ou champignon sac contient une variét¢ d'organismes,
notamment des pathogeénes de plantes, d'insectes et de mammiferes, ainsi que des levures
unicellulaires, des saprotrophes et des symbiotes mutualistes. Ces champignons forment des
spores méiotiques appelées ascospores enfermées dans un sac spécial appelé ascus (Morrow

et Fraser, 2009).

L'ascomycete est le plus grand phylum des champignons. Il comprend pres de 50 % de
toutes les especes fongiques connues et environ 80% des especes pathogenes et opportunistes.
La caractéristique fondamentale qui différencie les ascomycetes des autres champignons est la

présence d'asques (Guarro et al., 1999).

Cependant, méme en l'absence de cette importante caractéristique, les ascomyceétes
peuvent étre reconnus par leurs parois hyphales bicouches avec une fine couche externe dense

en ¢électrons et une couche interne relativement transparente en électrons (Guarro et al.,

1999).
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Les Ascomycetes saprophytes sont ceux qui tirent leurs ressources de la dégradation de la

matiére organique morte.

Selon Naranio-Ortiz et Gabaldon, (2019) ce phylum contient trois sous-embrancehments

principales : Taphrinomycotina, Saccharomycotina et Pezizomycotina.

3.1.1. Taphrinomycotina

Ce dernier contient cinq classes : Schizosaccharomycetes, Pneumocystidiomycétes,
Neolectomycetes,  Taphrinomycétes, et  Archaeorhizomyceétes. La  classe  des
Schizosaccharomycetes contient seulement trois especes de levures. Les levures a fission se
divisent par la formation d'un septum au milieu de la cellule. Cette levure est un saprotrophe
qui se développe sur des aliments riches en sucre. Pneumocystidiomycetes sont des
pathogeénes opportunistes de I'homme et provoquent des pneumonies chez les patients dont le
systéme immunitaire est endommagé. Les espéces de Neolecta (Neolectomycetes) sont les
seuls membres de ce subphylum qui produisent un corps fruitier macroscopique : les autres
especes sont des levures, bien que les Taphrinomycetes, parasites des plantes, forment
¢galement des colonies d'hyphes se développant en pointe dans leurs plantes hotes. Les
Archaeorhizomycetes ont été décrits en 2011 comme un assemblage de centaines d'especes de
champignons filamenteux dont I'ADNr a été amplifié a partir d'échantillons de sol. Ces
ascomycetes sont associés aux racines sans former de structures mycorhiziennes ou
endophytiques typiques (Money, 2016).

3.1.2. Saccharomycotina

Ce sous-embranchement contient une seule classe (Saccharomycetes), et est composée
principalement de levures qui ont des asques nus, ne forment pas de corps fructiferes, et se
reproduisent asexuellement par bourgeonnement (Gabaldoén et al., 2016).

Saccharomycotina est une lignée de plus de 1000 espéces connues, communément
appelée levures bourgeonnantes. Les especes de cette lignée comprennent 1'organisme modele
Saccharomyces cerevisiae et plusieurs pathogeénes notables, tels que le pathogéne humain
opportuniste Candida albicans et le pathogene émergent multirésistant Candida auris (Shen
et al., 2020).

3.1.3. Pezizomycotina

Ce sous-embranchement comprend des saprotrophes qui se développent sur les tissus
végétaux, et sur les excréments des herbivores, des parasites des plantes et des animaux, et
des partenaires dans les symbioses lichéniques et mycorhiziennes. Ces champignons sont

omniprésents dans les habitats forestiers ou leurs colonies noircissent le bois et leurs stromas
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se développent comme des projections en forme de doigts (Money, 2016). Les ascomycetes
comprennent des especes d'Aspergillus et de Penicillium dont les phases conidiennes sont
cruciales dans les applications biotechnologiques, notamment la fermentation et la production
alimentaire, ainsi que la production d'enzymes et d'antibiotiques. Les ascomycetes
comprennent de nombreux pathogeénes importants des plantes, y compris des especes de
Pleospora, Cochliobolus, Venturia et Cladosporium. Les espéces d'Alternaria sont des
saprotrophes et pathogenes des plantes, dont les conidies abondantes en suspension dans 1'air
contribuent de manicre significative a 1'asthme. Les stades sexués ne sont pas connus chez ces
champignons. Sporormiella est un autre ascomycete qui produit des asques. Les especes de
Sporormiella se développent sur les excréments d'herbivores (Money, 2016).

3.2. Basidiomycota

Le phylum Basidiomycota peut étre divisé en grandes lignées : les champignons et les
rouilles. La tentative la plus récente de classification phylogénétique basée sur les données
moléculaires disponibles a abouti a la formation de trois sous-phyla : Agaricomycotina
(champignons), Pucciniomycotina (rouilles) et Ustilaginomycotina (champignons), bien que

l'ordre d'émergence dans 1'histoire de I'évolution ne soit pas clair (Elbersberger et al., 2012).

Chez de nombreux Basidiomycota, 1'état dikaryotique est maintenu par des connexions
clampées qui aident a rétablir les paires de noyaux compatibles apres des divisions mitotiques
synchrones. Périodiquement, les dikaryons de longue durée produisent des cellules terminales
généralement en forme de club, les éponymes, les basides. C'est 1a que la caryogamie se
produit, donnant naissance a la cellule diploide. Peu de temps apres, la méiose se produit et
les quatre noyaux résultants migrent dans quatre cellules apicales généralement externes, les
basidiospores. Bien que les basides soient microscopiques, elles peuvent étre produites sur ou
dans de grandes spores multicellulaires porteuses de spores (c'est-a-dire des basidiocarpes)

(Wallen et Perlin, 2018).
3.2.1. Chytridiomycota

Les Chytridiomycota, communément appelés chytrides, sont un groupe d'organismes
vivant principalement dans 1'eau, bien que certains sont des agents pathogeénes des plantes.
Dans les environnements aquatiques, ils forment des filaments peu abondants avec des

sporanges (Volk, 2003).
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Les Chytridiomycota se reproduisent avec des zoospores qui sont capables de se déplacer
activement dans les phases aqueuses. Pour la plupart des membres des Chytridiomycota, la
reproduction asexuée se fait par la libération de ces zoospores dérivées par mitose. Chez
certains membres, la reproduction sexuée s'effectue par la fusion d'isogameétes. Les
Chytridiomycota sont coenocytiques, sans distinction entre les cellules individuelles. Les
filaments sont longs et tubulaires avec un revétement de cytoplasme et une grande vacuole au
centre. Ces organismes unicellulaires possédent des hyphes ramifiés avec des rhizoides
(McConnaughey, 2014) (Figure 9).
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Figure 9. La reproduction chez les Chytridiomycetes (site web4 :
http.://www.expertsmind.com/topic/reproduction-in-fungi/reproduction-in-the-

chytridiomycota-92582.aspx).
3.2.2. Glomeromycota

Les membres du Glomeromycota forment des associations mutualistes, appelées
endomycorhizes, avec les racines d'environ 70% des plantes de la planéte. Ces
endomycorhizes sont également connues sous le nom de champignons mycorhiziens a
arbuscules. Les Glomeromycota forment des spores asexuées relativement grandes dans le

sol, mais la reproduction sexuée est inconnue (Volk, 2003).

Les Gloméromycetes forment un type de symbiose ou les hyphes fongiques envahissent
les cellules des racines des plantes et ou les deux especes bénéficient de l'apport accru de
nutriments. Le symbiote fongique recoit des hydrates de carbone de la plante en échange de

son role de systéme racinaire étendu, ce qui améliore considérablement l'absorption des
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minéraux par les racines de la plante. Les Glomeromycota se reproduisent de manicre asexuée
par le développement blastique des extrémités des hyphes pour produire des spores
relativement grandes avec des parois en couches, contenant plusieurs centaines a des milliers

de noyaux (McConnaughey, 2014).
3.2.3. Blastocladiomycota

Les Blastocladiomycota sont des champignons aquatiques qui produisent des zoospores
flagellées. Les Blastocladiomycota vivent dans des habitats d'eau douce, dans la boue et dans
le sol, ou ils agissent en tant que saprotrophes, décomposant la matiére organique, les débris
végétaux et animaux, ou parasitant les arthropodes. Moins de 200 espéces ont été décrites. Les
especes d'Allomyces sont des saprotrophes qui forment des colonies haploides et diploides

séparées avec une morphologie inhabituelle (Money, 2016).

Les zoospores de Blastocladiella emersonii ont une structure trés similaire a celles
d'Allomyces, mais ce champignon produit un thalle ovoide plutot que la colonie plus étendue
d'hyphes ramifiés caractéristique d'Allomyces. La limitation des nutriments déclenche la
transformation du thalle en un sporange a partir duquel les zoospores sont déversées dans
l'eau. Les especes d'un troisieme genre dans le Blastocladiomycota, Coelomomyces, sont des
parasites d'arthropodes. Coelomomyce psorophorae a un cycle de vie compliqué, qui rappelle
la biologie de certaines rouilles, et qui implique l'infection des larves de moustiques (Money,

2016).
3.2.4. Neocallimastigomycota

Le phylum Neocallimastigomycota contient huit genres (environ 20 especes) de
champignons strictement anaérobies. Les relations évolutives de ces genres sont incertaines
en raison de l'insuffisance des données de séquences pour déduire leurs phylogénies (Wang et

al., 2017).

Les 20 especes de cet embranchement hautement spécialis¢ sont des champignons
anaérobies qui se développent dans le tube digestif des herbivores. Leur métabolisme est
alimenté par la décomposition des polysaccharides présents dans les fibres du régime
alimentaire de I'h6te pour produire des sucres : les Neocallimastigomycota sont fibrolytiques

(Money, 2016).
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Ces champignons sont dépourvus de mitochondries. En 1'absence d'oxygene, I'oxydation
du pyruvate est catalysée par la pyruvate:ferredoxine oxydoréductase dans les
hydrogénosomes avec un don d'électrons a une [Fe]-hydrogénase qui produit de I'hydrogene.
Les zoospores uniflagellées sont produites par ces champignons, des spores multi-flagellées

sont également décrites chez certaines especes (Money, 2016).
3.2.5. Microsporidies

Les Microsporidies sont des parasites intracellulaires obligatoires, formant des spores, qui
envahissent les vertébrés et les invertébrés. Une caractéristique des Microsporidies est le tube
polaire ou le filament polaire que I'on trouve dans la spore et qui sert a infiltrer les cellules
hotes. Ces parasites eucaryotes infectent principalement les arthropodes et les poissons, mais
ont gagné en notoriété¢ au cours des derniéres décennies en raison de leur infection accrue
chez les humains immunodéprimés. Les Microsporidies produisent des spores trés résistantes
qui peuvent survivre hors de I'hdte pendant plusieurs années. Les spores sont généralement de
forme ovale, mais peuvent étre en forme de batonnets ou sphériques, et sont transmises par

I'h6te lorsqu'il les ingere a partir de I'environnement (Han et Weiss, 2017).
4. Distribution des moisissures dans la nature

En raison de leur nature omniprésente, les champignons filamenteux sont largement
répandus dans l'environnement. La grande variété de substrats sur lesquels les champignons
filamenteux sont capables de se développer a également contribué a leur large diffusion dans

'environnement mondial (Pitt et Hocking, 1997).
4.1. L’air

Les champignons filamenteux sont largement distribués dans l'air. Ils ont été isolés a
partir d'échantillons d'air prélevés dans différentes zones telles que les hopitaux, les espaces
extérieurs et les ménages. Parmi les nombreuses espéces de champignons filamenteux, les
genres Aspergillus, Penicillium et Cladosporium ont ét¢ pour la plupart isolés avec une
moindre occurrence de Fusarium et d'autres especes. Au sein du genre Aspergillus, A. flavus,
A. niger et A. fumigatus sont les especes les plus communes isolées a partir d'échantillons d'air

prélevés (Panagopoulou ef al., 2007 ; Khan et Karuppayil, 2012).

De nombreux champignons peuvent €tre isolés de I'air, leur incidence variant en fonction

de facteurs géographiques, environnementaux ou bioclimatiques tels que le site de collecte, la
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période de 'année, 1'humidité relative de l'air, les précipitations, la vitesse du vent ou ils ont
été produits. Par conséquent, ces facteurs déterminent la qualité et la quantité du mycobiote

existant dans les écosystémes (Migahed, 2003).
4.2. Lesol

Les champignons filamenteux constituent une partie importante de 1'écosystéme du sol,
jouant un rdle central dans les interactions biotiques et abiotiques dans cet environnement,
participant a la décomposition de la matiere organique et au recyclage des nutriments du sol
pour les rendre disponibles aux plantes. Par conséquent, les communautés de champignons du
sol sont impliquées dans la fertilité des sols et contribuent a I'atténuation de la dégradation des

sols (Rosas-Medina et al., 2020).

Les champignons du sol sont un groupe d'organismes extrémement diversifi¢. Une étude
récente sur la diversité des champignons du sol a révélé environ 80500 unités taxonomiques
opérationnelles présentes dans les sols du monde entier. La diversité fongique du sol est
affectée par les conditions environnementales locales, y compris les caractéristiques
chimiques et physiques du sol, qui déterminent dans une large mesure la composition des

communautés fongiques existantes (Rosas-Medina et al., 2020).

Les moisissures sont une composante importante du microbiote du sol, constituant
généralement plus de biomasse du sol que les bactéries, selon la profondeur du sol et les
conditions nutritionnelles. Les moisissures jouent un réle crucial dans la décomposition des
polymeres structuraux végétaux, tels que la cellulose, 'hémicellulose et la lignine, contribuant

ainsi au maintien du cycle global du carbone (Devi et al., 2012).

Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, et

Trichoderma sont des genres largement présents dans le sol (Egbuta et al., 2016)
43. L’eau

Une gamme de genres de champignons filamenteux ont été isolés a partir de différentes
sources d'eau. Ces sources comprennent les rivieres, les eaux souterraines, l'eau de la mer

morte, ’eau du robinet et eau en bouteille (Egbuta ef al., 2016).

Certains champignons sont principalement adaptés aux milieux aquatiques et seront donc
naturellement présents dans l'eau. Ces champignons sont zoosporiques et beaucoup

appartiennent aux phylums Chytridiomycota. Ces champignons ont la capacit¢ de se
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développer attachés a un substrat, faisant partie de biofilms microbiens sur les surfaces des
tuyaux, les débris ou les sédiments. Ils sont susceptibles de s'établir 1 ou il y a des fissures,

des piqtires ou des impasses (Hageskal et al., 2009).
5. Avantages des moisissures

Les champignons filamenteux produisent une multitude de métabolites bioactifs, dont
beaucoup sont considérés comme importants du point de vue humain. Parmi eux, des
composés toxiques sont produits naturellement, tels que des mycotoxines, des agents
cytotoxiques et des cancérogenes, ainsi que des molécules potentiellement utiles, notamment
des antibiotiques, des enzymes, des fongicides, des insecticides et des agents antiviraux

(Tableau 2) (Krain et Siupka, 2021).

Tableau 2. Différents types de produits fongiques filamenteux d'importance industrielle (El-

Enshasy, 2007).

Produit Microorganismes
Antibiotiques
Penicillines G et V Penicillium chrysogenum
Cephalosporine C Cephalosporium acremonium
Griseofulvine Penicillium patulum
Penicilline N Emericellopsis sp.
Pleuromutiline Pleurotus mutilus
Cyclosporine A Tolepocladium inflatum
Cyclosporine A et B Cylinrocarpum lucidum
Enzymes

Glucose oxidase, pectinase et phytase
Xylanase et invertase.

Amylase et glucoamylase

Cellulase et hemicellulase

Aspergillus niger
Aspergillus awamori
Aspergillus oryzae
Trichoderma reesei

Mycotoxines

Aflatoxins, citrinine et ochratoxine.
Trichothecenes et zearalanone.
Citrinine, ochratoxine.

Aspergillus sp.
Fusarium sp.
Penicillium sp.

Autres produits fongiques indigénes
Riboflavine

Acide citrique et gluconique

Acide kojique et biotine

Acide itaconique

Pullulane

Biotine

Ergot alkaloide

Acide gibberellique

Acide linoleique

Ashbya gossypii
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Aspergillus terreus
Aureobasidium pullulans
Fusarium culmorum
Claviceps purpurea
Giberella fujikuroi
Martierella isabellina
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Carotene Phycomyces blakesleanus

Protéines recombinantes

Interleukine-6 humaine Aspergillus niger et Aspergillus nidulans
Activateur tissulaire du plasminogene | Aspergillus niger
(tPA)

6. Champignons phytopathogénes

Les champignons phytopathogénes qui sont essentiellement classés comme nécrotrophes
(infectent et tuent les tissus de I'hote et extraient les nutriments des cellules mortes de I'hote),
biotrophes (colonisent le tissu vivant de 1'hote et obtiennent des nutriments du tissu vivant) et
hémibiotrophes (présentent deux phases au cours du processus d'infection : la premiere est
une phase biotrophique initiale suivie d'une phase nécrotrophique) constituent l'un des
principaux agents infectieux chez les plantes, provoquant des altérations au cours des stades
de développement, y compris apres la récolte, obtenant des nutriments des plantes qu'ils
envahissent et, par conséquent, entrainant d'énormes dommages économiques (Pusztahelyi et

al., 2015).
6.1. Facteurs de virulence des champignons phytopathogenes

Les facteurs de virulence fongiques font référence a des composés qui sont produits
lorsque des champignons phytopathogeénes entrent en contact avec des plantes. Leur
métabolisme est initié chez les champignons par les réactions physiologiques et biochimiques
qui se produisent lors de processus tels que les interactions moléculaires de surface et la
transmission de signaux, et ces facteurs agissent comme des agents pathogeénes pour les
plantes. Ces facteurs sont principalement des enzymes, telles que des enzymes dégradant la
paroi cellulaire, des toxines, des régulateurs de croissance et leurs analogues (Vincent et al.,

2020).
6.1.1. Enzymes dégradant la paroi cellulaire

Les enzymes dégradant la paroi cellulaire et la cuticule de la plante héte facilitent
l'invasion, la colonisation et l'expansion des champignons pathogénes (Guerriero et al.,

2015). Les principales enzymes dégradant la paroi cellulaire sont la pectinase, la cellulase et
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la protéase. Dans les tissus végétaux vivants, les cellulases sécrétées par les agents pathogenes
jouent un role dans le ramollissement et la décomposition du matériau de la paroi cellulaire

(Lara-Marquez et al., 2011).

Pour surmonter la barricre de la paroi cellulaire végétale, les champignons
phytopathogénes produisent des enzymes qui se concentrent sur la déconstruction de la
cellulose, du xylane et de la pectine de la paroi cellulaire. Ces enzymes sont particuliérement

importantes pour les champignons phytopathogeénes (Kubicek ez al., 2014).

La dégradation des polysaccharides de la paroi cellulaire permet non seulement aux
agents pathogeénes de pénétrer a l'intérieur de la cellule hote, mais aussi de libérer des sucres

pour leur propre croissance, soutenant ainsi le processus d'infection (Benedetti ez al., 2019).

Les champignons phytopathogeénes possedent une large gamme d'enzymes détruisant les
polymeres, qui constituent les matériaux de construction des parois cellulaires. Dans un
premier temps, le phytopathogéne, en utilisant ces enzymes, pénétre dans la cellule et se
nourrit de ses nutriments. Ensuite, chez certains phytopathogénes nécrotrophes, ces enzymes
sont si actives qu’elles dégradent une plus grande partie de la paroi cellulaire ; avec cette
armature solide enlevée, les pressions osmotiques détruisent le protoplaste, la cellule meurt et
perd les propriétés immunitaires d'un &tre vivant. Troisiemement, les phytopathogenes
détruisent le septum (ciment intercellulaire qui colle les cellules entre elles), ce qui leur
permet de se déplacer plus loin dans les tissus de la plante infectée. Et quatriémement, les
phytopathogéne se nourrissent des produits de dégradation des polymeres de la paroi

cellulaire (Dyakov, 2007).
6.1.2. Toxines

Les champignons phytopathogénes produisent des toxines qui peuvent jouer un role clé
dans le développement des maladies des plantes. Les phytotoxines (PT) sont largement
représentées par des métabolites secondaires de faible poids moléculaire capables de perturber
l'activité vitale des cellules végétales ou de provoquer leur mort a des concentrations
inférieures a 10 mM. Les PT sont formés par divers organismes (bactéries, plantes et méme
insectes phytophages) ; néanmoins, les champignons, en particulier ceux phytopathogenes,
sont surtout connus sous le nom de producteurs de PT. L'effet des PT sur les plantes est

caractérisé par l'apparition de symptomes spécifiques ; le flétrissement et la suppression
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générale de la croissance, ainsi que les chloroses, les nécroses et les taches sur les parties

aériennes sont les plus courants (Berestetskiy, 2008).

Les toxines peuvent provoquer une augmentation de la perméabilité de la membrane
cellulaire de la plante hote, des dommages au systtme membranaire et un trouble du
métabolisme de I'organisme, lui faisant ainsi perdre ses fonctions physiologiques normales et

potentiellement mourir (Lyu et al., 2015).

Les phytotoxines fongiques appartiennent a différentes classes telles que les polycétides,
les phénols et les acides phénoliques, les terpénoides, les métabolites azotés en fonction de

leurs voies de biosynthése et de leurs caracteres structurels (Xu et al., 2021).
6.1.3. Régulateurs de croissance

Lorsqu'ils envahissent les plantes, la plupart des champignons pathogénes produisent des
régulateurs de croissance des plantes, tels que l'auxine (AUX), les cytokinines (CK),
I'éthyleéne (ET), 'acide abscissique (AAB), les brassinolides (BR), I'acide jasmonique (AJ), et
l'acide salicylique (AS), pour perturber les niveaux des hormones endogenes chez les plantes

et affaiblir les défenses de la plante (Chanclud et Morel, 2016).
6.1.4. Protéines effectrices

Les champignons phytopathogeénes sécrétent des protéines qui peuvent interagir avec les
plantes hdtes au cours du processus d'infection de 1'hote. Ces protéines, appelées protéines
effectrices, jouent un role important dans les cellules végétales et affectent ainsi l'interaction

entre les agents pathogénes des plantes et leurs hotes (De Guillen ez al., 2015).

Les avirulences (Avr) et les effecteurs nécrotrophes ([EN], également connus sous le nom
de toxines sélectives de 1'hdte) sont les principales classes d'effecteurs spécifiques a I'hote.
Les effecteurs Avr sont généralement associés a des agents pathogénes biotrophes ou la
reconnaissance est effectuée par des protéines de résistance de I'hote (R). La reconnaissance
entraine une réponse immunitaire de 1'hdte conduisant a la résistance. En l'absence de
reconnaissance de la protéine R, les effecteurs Avr peuvent aider a la virulence en manipulant
le systéme immunitaire de I'hote en faveur de 1'agent pathogéne dans un processus connu sous
le nom de susceptibilit¢ déclenchée par les effecteurs. Les EN fonctionnent comme des
facteurs de pathogénicité qui induisent la mort des tissus sur les plantes hotes qui possedent

un génotype de sensibilité/susceptibilité dominant (Stergiopoulos et De Wit, 2009).
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6.1.5. Lipides

La pathogénicité fongique est bien déterminée par les fractions lipidiques constituant la
membrane plasmique. 11 a été démontré que certains glycosphingolipides, tels que le
glucosylcéramide (GlcCer), sont impliqués dans la régulation de la virulence des
champignons affectant les plantes. GlcCer est synthétisé dans I'appareil de Golgi et atteint la
membrane plasmique ou il est principalement localisé. GlcCer possede un squelette de
glucose et de céramide PB-liés. Ce dernier est composé d'une base sphingoide caractéristique
avec des doubles liaisons au carbone 4 et au carbone 8 en conformation trans et une
méthylation en position 9 liée a un acide gras via une liaison amide (Rella et al., 2016).
Divers types de glycolipides, y compris le glucosylcéramide (GlcCer), ont été signalés comme
des facteurs de virulence. De plus, le role des lipides de la membrane plasmique dans les
mécanismes de virulence a également été rapporté, ce qui assigné différentes fonctions, y
compris la résistance aux médicaments, la formation de biofilm et la libération de vésicules

extracellulaires (Meena et al., 2019).

7. Le genre Alternaria

7.1. Historique

Le genre Alternaria a été établi par Nees en 1816 et depuis lors, sa taxonomie a été

contestée. La taxonomie d'Adlternaria et des genres apparentés est passée par cing étapes.

La premiére étape (1816-1850) : 1’évaluation de la biodiversité des hyphes alternariens. Au
cours de cette période, les quatre genres qui ont une relation directe avec les hyphes
alternariens, Alternaria Nees 1816, Brachycladium Corda 1838, Macrosporium 1832, et
Ulocladium Preuss 1851 ont été admis. Au début de 1’année 1833, les genres Alternaria,
Macrosporium et Stemphylium ont ét¢ confondus, tandis que Brachycladium et Ulocladium
ont été relégués aux oubliettes, et seules quelques espéces ont été décrites au cours de la
premicre étape de I'évaluation taxonomique d'Alternaria. L'espéce type d'Alternaria était A.
tenuis Nees 1816, mais le premier nom d'espece validement publié était Torula alternata Fr.

1832 (Lawrence et al., 2016).

La deuxiéme étape (années 1850-1930) : description de nouvelles especes. Prés de 400
especes sont apparues au cours de cette période. Environ 300 noms d'espéces ont été décrits
sous le nom générique Macrosporium. A la fin de la période, la premicre tentative de révision

de la taxonomie et de la nomenclature d'Adlternaria et de Macrosporium a été publiée par
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Elliott (1917), qui les a classés en groupes morphologiques basés sur les caractéristiques
conidiennes et a proposé six groupes morphologiques d'Alternaria avec une espéce

représentative pour chaque groupe (Lawrence et al., 2016).

La troisiéme étape (années 1930-1960) : Toutes les tentatives de définition du genre
Alternaria se sont heurtées au probléme du traitement de nombreux taxons qui ressemblent
superficiellement aux espéces types d'Alternaria, Macrosporium ou Stemphylium. La
principale conclusion de Wiltshire (1933) était que Macrosporium devait €tre supprimé.
Cependant, cette conclusion n'a pas ét¢ immédiatement et inconditionnellement acceptée.
Neergaard (1945) a proposé trois groupes morphologiques d'dlternaria, les appelant sections,
sur la base de la morphologie des conidies : section 4. tenuis (= A. alternata) avec 10 conidies
caténulées ou plus ; section A. tenuissima avec des chaines courtes de 3-5 conidies ; et section
A. brassicae avec des conidies portées seules ou produisant rarement une conidie secondaire.
Joly (1964) a classé les espeéces d'Alternaria en trois sections basées principalement sur la
couleur, la rigidit¢ ou la symétrie latérale des conidies : la section Claroseminae avec des
couleurs claires a translucides et jaunatres ; la section Brunneoseminae avec des conidies
brunes a brun-rougeatre pigmentées de maniére foncée ; et la section Rigidae avec des
conidies qui ont un aspect rigide avec un manque de septa longitudinaux. Ces classifications
ne respectaient pas les régles de la nomenclature, n'ont pas été largement adoptées et ne sont

plus utilisées aujourd'hui (Lawrence e al., 2016).

La quatriéme étape (années 1960-2000) : Emory Guy Simmons (1920-2013) a entrepris une
réévaluation et une révision complétes de tous les noms et taxons liés au genre Alternaria.
Simmons a étudié trés minutieusement et soigneusement probablement toutes les descriptions
publiées, tous les échantillons d'herbier et les souches vivantes. En méme temps, d'autres
mycologues ont décrit un certain nombre de nouvelles especes (environ 150 noms légitimes),
mais le nombre de nouveautés taxonomiques de Simmons (environ 200) est le plus important
de l'histoire d'Alternaria. A ce stade, l'ordre a ét¢ établi dans la nomenclature des hyphes
alternariens. Jusqu'a la fin des années 2000, le systéeme de nomenclature des Alternaria visait

a la diversit¢ morphologique maximale, a cataloguer la biodiversité et a permettre

l'identification morphologique (Lawrence et al., 2016).

La cinquiéme étape (2003-2015) : taxonomie phylogénétique moléculaire. Cette étape a

utilisé une approche compléte basée sur 'ADN pour l'analyse de la biodiversité des hyphes
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alternariens. Les données morphologiques et moléculaires ont servi de base a plusieurs

révisions taxonomiques (Lawrence et al., 2016).
7.2. Taxonomie et classification d’Alternaria

La taxonomie des especes d'dlternaria était basée sur la forme, la taille et la septation des
conidies, ainsi que sur les modeles de sporulation. Cependant, en raison de l'impact des
conditions environnementales sur les caractéristiques morphologiques, l'identification des
especes est restée difficile. D'autre part, les études moléculaires ont révélé de multiples
lignées au sein des clades d'espéces d'Alternaria et complexes qui n'étaient pas toujours en

corrélation avec les groupes d'especes décrits (Bessadat ez al., 2020).

Les especes d’Alternaria ont montré différents styles de vie, c'est-a-dire qu'elles sont
saprophytes, endophytes ou pathogenes (Dang et al., 2015). 11 s'agit d'un genre pathogéne qui
provoque des maladies sur un grand nombre de plantes économiquement importantes,
notamment la pomme, le brocoli, le chou-fleur, la pomme de terre, la tomate, les agrumes, la
poire, la fraise, le tabac, etc (Meena et al, 2017). Plus récemment, environ 300
morphospécies (une identification basée sur les caractéres morphologiques) d'Alternaria ont
été acceptées sur la base de la forme, de la taille, de la septation des conidies, ainsi que des
modeles de sporulation. Les especes d'dlternaria a petites spores ont également été redéfinies
et divisées en sous-sections caractérisées par la longueur des conidies courtes (50-60 pm) ou
moyennes (100-105 pm) produites dans divers mod¢les de chaines ramifiées et non ramifiées
(He et al., 2021). Les especes A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. brassicicola, A.
infectoria et A. solani ont été signalées comme causant des maladies chez pres de 400 espéces
végétales, dont A. alternata infecte prés de 100 especes végétales. Elle est également

responsable de maladies post-récolte dans diverses cultures (Meena et al., 2017).

Alternaria comprend 11 espeéces (4. burnsii, A. tomato, A. jacinthicola, A. iridiaustralis,
A. eichhorniae, A. betae-kenyensis, A. gaisen, A. alstroemeriae, A. longipes, A. gossypina et
A. alternata) et un complexe d'especes (A. arborescens). De plus, l'utilisation de forma
specialis (f. sp.) pour indiquer des isolats morphologiquement indiscernables d'4. alternata
mais infectant des hotes spécifiques a été suggérée. En particulier, au moins 16 f différents.
sp. apparaissent dans la littérature, par ex. 4. alternata f. sp. mali, ou A. alternata f. sp. citri

(Garganese et al., 2016).
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Selon Kustrzeba et al., (2014) la classification d’Alternaria se fait par cette maniére :

- Royaume : Champignons

- Embranchement : Ascomycota

- Classe : Dothidomycétes (Euascomycetes)
- Ordre : Pléosporales

- Famille : Pleosporaceae

- Genre : Alternaria

7.3.  Morphologie d’Alternaria

Les méthodes d'identification d’Alternaria sont principalement basées sur les
caractéristiques morphologiques des structures de reproduction concernant la forme, la
couleur, la taille et la septation des conidies. Le genre d’Alternaria produit de grandes
conidies brunes avec des septa longitudinaux et transversaux, portées par des conidiophores
discrets, et avec un rétrécissement conique distinct ou "bec" a l'extrémité apicale. Ces
structures peuvent étre solitaires ou produites en divers modeles de chaines (Figure 10)

(Lopez et Cabral, 1999).

Chez A. alternata, les conidies sont brun moyen avec un bec court et cylindrique, et
forment des chaines longues et trés ramifiées (dix conidies ou plus) ; les conidies de A.
tenuissima sont brun doré, se rétrécissent souvent graduellement en un bec qui fait jusqu'a la
moiti¢ de la longueur de la conidie, et se présentent généralement en chaines non ramifiées de
trois a cinqg conidies ; chez A. infectoria, les conidies sont plus rares, car cette espeéce sporule
généralement mal dans les milieux communs, ses conidies devenant souvent presque
tubulaires et se présentant en chaines fortement ramifiées, avec des conidiophores secondaires

longs et multiseptés qui émergent souvent (Figure 11) (Pastor et Guarro, 2008).
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Figure 10. Morphologie d’Alternaria. (A) : mycélium. (B) : cellules conidiogénes avec des
conidies jeunes. (C) : chaines des conidies matures. (D) : germination conidienne (Lopez et

Cabral, 1999).

Figure 11. Morphologie des conidies. (a) : Alternaria alternata ; (b) A. infectoria ; et (c) A.

tenuissima (Pastor et Guarro, 2008).
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7.4. Cycle de vie des espéces phytopathogénes d’Alternaria

Les especes d’Alternaria vivent dans le sol, les débris végétaux, les graines et les hotes
alternatifs sous la forme de conidies ou de mycéliums, qui peuvent servir de sources primaires
d'inoculum. L'épaisse paroi cellulaire des conidies permet a ces champignons de s'adapter aux
conditions climatiques défavorables. Les conidies germent a une température de 8 a 32°C
dans des conditions fraiches et humides en présence d'humidité pour former des tubes
germinatifs. Les tubes germinatifs pénétrent directement dans les tissus de I'hdte ou pénétrent
par les stomates ou les plaies, provoquant ainsi une infection. Les Iésions apparaissent apres 2
a 3 jours d'infection en fonction des conditions environnementales, de 1'age des feuilles et de
la sensibilité du cultivar, et les spores sont produites 3 a 5 jours apres 'apparition des 1ésions

(Adhikari et al., 2017).

En général, une longue période d'humidité est nécessaire pour la production de spores,
mais les spores sont également produites dans des conditions alternées d'humidité et de
sécheresse. Tout d'abord, les conidiophores se développent pendant les nuits humides, qui
produisent ensuite des spores ou des conidies dans une autre nuit humide apres la période de
lumiére du jour et de sécheresse. Dans I'étape suivante, les conidies sont rapidement
dispersées par le vent et les éclaboussures de pluie et continuent le cycle de la maladie dans
d'autres parties saines de la méme plante ou de plantes différentes (Figure 12) (Adhikari et

al., 2017).

lésions
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v. feuille, tige et
| fruit

Germination/,_

— ey Invasion d
pénétration a travers le

plaie

Conidium \

de feuilles

lésions sur fruits ; !: E

lésions sur lésions sur la tige  pourriture du collet
tubercule ¢ sur feuilles

Figure 12. Cycle évolutif d'dlternaria sp. (Adhikari et al., 2017).
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Alternaria attaque généralement les parties aériennes de son hote végétaux. Sur les
feuilles. Les symptomes d'infection a Alternaria commencent généralement par une petite
tache sombre et circulaire. Comme la progression de la maladie, les taches circulaires peuvent
atteindre 1 cm ou plus de diamétre et sont généralement gris, marron ou couleur presque
noire. Ce pathogeéne n'a pas de taux de croissance uniforme, donc des taches se développent
dans une cible motif d'anneaux concentriques. Outre le motif cible, la 1ésion est aussi souvent
recouverte de fines, noires, floues croissance. Cette croissance est le champignon Alternaria
sporulant sur le tissu hote mourant. De nombreuses especes d'Alternaria aussi produisent des
toxines qui diffusent dans les tissus de I'hote. Par conséquent, il n'est pas rare de voir un jaune
halo qui s'estompe dans les tissus sains de 1'hote qui entourent le point cible. D'autre part, les
Iésions sombres et enfoncées sont généralement 1'expression d'infections a Alternaria sur les
racines, les tubercules, la tige et les fruits. Le champignon peut sporuler dans ces chancres,
provoquant une fine couche noire et veloutée de champignons et de spores pour couvrir la

zone affectée (Nayyar et al., 2014).
7.5. Biologie d’Alternaria

Les conidiophores de la majorité des especes d'Alternaria produisent des spores asexuées
(conidies) mesurant entre 160- 200 pm de longueur. Dans des conditions in vitro, la
sporulation se produit a une température comprise entre 8 et 24°C, ou les spores matures
apparaissent aprés 14 a 24 heures. Les températures optimales se situent entre 16 et 24°C ou le
temps de sporulation varie de 12 a 14 heures. L'humidité est essentielle pour 1'infection et un
minimum de 9 & 18 heures est nécessaire pour la majorité des espéces. Une humidité relative
de 91,5 % (a 20°C) ou plus entraine la production d'un grand nombre de spores matures en 24

heures (Mamgain et al., 2013).

La croissance optimale d'Alternaria se produit a un pH de 4-5,4. Alternaria sp. est
capable de se développer dans des concentrations d'oxygene aussi faibles que 0,25 %, les taux
de croissance étant proportionnels a la concentration en oxygéne. L'activit¢ de l'eau (aw)
minimale pour la croissance a 25°C est de 0,86. Une croissance plus rapide a été enregistrée a

0,98 aw (Patriarca et Pinto, 2018).
7.6.  Pathogénicité d’Alternaria

Il a été rapporté que les especes d'Alternaria provoquent des maladies chez pres de 400

especes végétales, dans lesquelles A. alternata infecte pres de 100 espéces végétales. Il est
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¢galement responsable de maladies post-récolte dans diverses cultures provoquant l'asthme et
l'infection des voies respiratoires supérieures chez 'homme. Les raisons de la pathogénicité

sont la production de diverses molécules phytotoxiques (Meena et al., 2017).
7.6.1. Production des enzymes

La production des enzymes par des champignons pathogeénes jouent un role critique dans

I'étape précoce de l'infection des plantes (Waechter et al., 2010).

La pathogénicité des champignons phytopathogenes peut étre régulée a plusieurs niveaux,
tels que les conditions environnementales, la sécrétion des protéines et des acides aminés, la
transduction du signal, la transcription des génes, tous ces processus nécessitent la production

des enzymes importantes (Zhang et al., 2020).

Les systemes enzymatiques diminuant O™ ainsi que H>O; produit par la plante comme
une autoprotection contre le stress oxydative. Les enzymes se caractérisent par une grande
spécificité vis-a-vis des especes réactives de I’oxygéne ROS (Reactive oxygen species), une
compartimentation intracellulaire différente et la présence d'ions métalliques comme
catalyseurs, par exemple le cuivre, le zinc, le mangangese, le fer et le sélénium. Ces enzymes
sont indispensables a l'activité vitale et virulente des cellules pathogeénes (Gessler et al.,

2007).
7.6.1.1. Cystathionine béta lyase (CBL)

La voie de biosynthése de la méthionine est une cible commune pour les agents
antifongiques en raison de la présence de la voie de biosynthése de la méthionine dans les

microorganismes et de son absence dans le régne animal (Gai et al., 2019).

Chez A. alternata la biosyntheése de la méthionine, contribue également a la tolérance au
stress oxydatif, la régulation de la formation des conidies, la croissance mycélienne et la

pathogénicité fongique d'4. alternata (Gai et al., 2019).

La CBL catalyse l'avant-derniere étape de la biosynthése de la méthionine, c'est-a-dire le
clivage de la L-cystathionine en L-homocystéine, pyruvate et ammoniac. La CBL partage une
grande homologie avec la cystathionine y-synthase (CGS). Les CBL bactériennes et fongiques
sont des tétrameres composés de quatre sous-unités identiques. Chaque site actif contient une
molécule de cofacteur liée a une fente formée entre les interfaces du dimeére. Les résidus des

deux monomeres participent a la liaison du substrat et a la catalyse (Clausen et al., 1996).
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L'homocystéine est ensuite soit méthylée en méthionine, soit transsulfurée en
cystathionine en cystéine. Alors que la méthionine et la cystéine sont interconvertibles chez
les champignons, le régulateur clé¢ de l'absorption et de I'assimilation du sulfate, y compris la

synthese des acides aminés soufrés (Hell et Wirtz, 2011).

Les fongicides de la famille anilinopyrimidine: Cyprodinil, Pyrimethanil, et
Mepanipyrim ont été identifiés comme des inhibiteurs de la biosynthése de la cystathionine

dans des cultures liquides de champignons filamenteuses (Waechter et al., 2010).
7.6.1.2. Glutathione reductase

La glutathion réductase est une protéine contenant du FAD qui réduit le glutathione
oxydé (GSSG) en glutathione réduit (GSH) en utilisant le NADPH comme donneur
d'¢lectrons (Sato et al., 2009).

Le glutathion (GSH) est un antioxydant cellulaire majeur qui proteége les cellules des

dommages oxydatifs (Kim et al, 2019).

Au cours de l'interaction entre la plante et 'agent pathogeéne, lorsque l'envahisseur se
propage de maniere systémique dans toute la plante, le réle principal du glutathion semble
étre de protéger la cellule fongique contre les dommages oxydatifs et les stress causés par les

plantes pour leurs défenses (Zechmann, 2020).

Les genre phytopathogeénes d’Alternaria utilise cette enzyme dans le but de la protection

contre le stress oxydatif des plantes et la détoxification de H,O> (Yang et al., 2016).

Le GSH est impliqué dans les fonctions cellulaires de base ainsi que dans le maintien de la
structure des mitochondries, de l'intégrit¢ des membranes, de la differentiation et du
développement des cellules. Il est présent en concentration €levée, jusqu'a 10 mM, dans les
levures et les champignons filamenteux (Von Logau, 2004).

7.6.1.3. Homoserine O-acétyl transférase

Les especes d’Alternaria tel que A. alternata produit la toxine d’A. citri (ACT) et est
'agent causal de la tache brune des agrumes qui entraine des pertes de rendement importantes
dans le monde entier. La production d'ACT et la capacité¢ de détoxifier les espéces réactives
de I'oxygene (ROS) sont nécessaires pour la pathogénicité d'A. alternata chez les agrumes. La
formation de cette toxine se fait par un grand nombre d’enzyme telle que 'homosérine O-

acétyltransférase (Wang et al., 2016).
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L'homosérine O-acétyltransférase (HTA ; EC 2.3.1.31) se situe a un point de
branchement de la voie métabolique de l'aspartate qui meéne a la biosynthése des acides
aminés essentiels comme le méthionine et lysine dans la plupart des plantes, bactéries et

champignons (Thangavelu et al., 2014).

La I-homosérine est le point de branchement qui peut mener en deux étapes a la
biosynthese soit de la I-thréonine puis de la l-isoleucine a la l-isoleucine, soit en plusieurs
étapes a la 1-méthionine (branche méthionine). Ces voies impliquent plusieurs interactions
complexes qui font qu'elles sont trés recherchées en termes d’une nouvelle cible potentielle
pour les antifongiques. Le blocage de l'action de ces enzymes entraine souvent l'avirulence ou

l'inhibition de la croissance (Kuplinska et Rzad, 2021).
7.6.1.4. Pecate lyase

Les pectines sont des hétéropolysaccharides structuraux et des composants clés des parois
cellulaires primaires et secondaires des plantes, et elles sont importantes pour la protection

des plantes contre les stress abiotiques et I'invasion biotique (Cho et al, 2015).

Pour un style de vie parasitaire réussi, une invasion efficace et une colonisation ultérieure
sont cruciales et le nombre de génes impliquée dans ce processus est supposé étre augmenté.
Les enzymes digérant la pectine en sont des exemples importants. Il existe 19 pecates lyases
chez A. brassicicola. Les enzymes digérant la pectine sont impliquées dans l'invasion et la
colonisation des tissus hotes en dépolymérisant les pectines dans la lamelle moyenne et les
parois cellulaires végétales, ce qui en fait des facteurs de virulence importants. Six geénes de
pecate lyase sont induits au cours des derniers stades de l'infection, aprés la colonisation,

lorsque les tissus végétaux sont nécrotiques (Cho et al., 2015).

La pecate lyase (PL) (EC 4.2.2.1) agit sur les régions homo-galacturoniques de la pectine
par des mécanismes de clivage hydrolytique et de trans-élimination, respectivement

(Atanasova et al., 2018).

Les enzymes dégradant la pectine sont essentielles pour les agents pathogenes fongiques
qui n'ont pas de structures de pénétration spécialisées, ainsi que pour les pathogeénes
nécrotrophes pendant les dernieres étapes du processus d'invasion. La sécrétion des enzymes
de dégradation de la pectine pendant l'infection des plantes a été signalée par divers

champignons phytopathogénes (Niture ez al., 2008).
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7.6.1.5. Thioredoxine peroxidase et thioredoxine réductase

Les thiorédoxines sont de petites protéines distribuées de maniére ubiquitaire, dont la
masse moléculaire est de 12-13 kDa. Grace a leur paire de cystéines dans le site actif, elles

sont capables de passer de 1’état oxydé a 1’état réduit et I’inverse est vrai (Thon et al., 2007).

Le systeme de la thiorédoxine, qui comprend la thiorédoxine peroxidase (également
connue sous le nom de protéine antioxydante spécifique des thiols), la thiorédoxine réductase
et le NADPH, joue un role essentiel dans la régulation de la biosynthése de la méthionine, de
la croissance cellulaire, de la transcription des genes, de l'apoptose et la défense cellulaire

contre les dommages oxydatifs (Ma et al., 2018).

Les petites protéines contenant des thiols jouent une gamme de roles régulateurs et
métaboliques dans les cellules. Le systéme de thiorédoxine est nécessaire pour la résistance au
H>O; et a d'autres oxydants toxiques et pour la croissance et le développement d’Alternaria.
Les analyses génétiques montrent également que certaines protéines contenant des thiols,
mais pas toutes, sont associées a la résistance au stress osmotique et a la sensibilité/résistance

aux fongicides chimiques (Ma et al., 2018).

La thiorédoxine réductase, un homodimére de flavoenzyme qui lie la flavine adénine
dinucléotide et le NADPH réduit 1'oxydoréductase thiorédoxine et se trouve sous deux
formes. L’isoforme de poids moléculaire ¢élevé, qui a trés probablement évolué a partir de
glutathione réductase, est présente chez les mammifeéres et certains parasites, tandis que
l'isoforme de faible poids moléculaire se trouve dans la plupart des bactéries, des plantes et

des champignons (Missall et Lodge, 2005).

La thiorédoxine peroxydase est une protéine cytosolique qui catalyse la conversion
d'hydroperoxyde d'alkyle en eau et en alcools. Il peut également étre important pour éliminer

les radicaux thiol des cellules (Powers et Sen, 2000).
7.6.2. Production des toxines

Les espéces Alternaria spp. ont la capacité de produire plus de 70 toxines, qui jouent un
réle important dans la pathogénicité fongique et la sécurité alimentaire, car certaines d'entre

elles sont nocives pour les humains et les animaux (Escriva et al., 2017).
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7.6.2.1. Toxines non spécifiques a I'hote

Environ 30 métabolites secondaires sont connus et caractérisés dans lesquels 1'alternariol
(AOH), l'alternuéne (ALT), le zinniol, l'acide ténuazonique (TeA), 1'éther monométhylique
d'alteriol (AME), la brefeldine A, la tentoxine (TEN), la curvularine, et I'alterotoxine (ATX) I,
II, III, sont quelques-unes des toxines connues produites par différentes espéces d'Alternaria
(Andersen et al., 2015). Le zinniol perturbe la perméabilisation membranaire (Thuleau et al.,
1988), et la tentoxine inhibe la photophosphorylation des chloroplastes en se liant a I'ATP
synthase, ce qui entraine 1'hydrolyse de I'ATP et I'inhibition de la synthése de I'ATP (Steele et
al.,, 1978). Fujiwara et al. (1988) ont suggéré que les actions de la brefeldine A sur le
complexe de Golgi provoquent le désassemblage et agissent comme un inhibiteur de sa
sécrétion, tandis que la curvularine inhibe la division cellulaire par perturbation de
l'assemblage des microtubules (Robeson et Strobel, 1981) et que l'acide ténuazonique inhibe

le processus de synthése des protéines (Meronuck et al., 1972).
7.6.2.2. Toxines spécifiques a 1'hote

Sur la base d'observations scientifiques, sept toxines ont ¢été identifiés a partir d'A.
alternata. Ces derniéres sont des familles de composés naturels de bas poids moléculaire de
divers groupes étroitement liés: (1) 1'acide époxy-décatriénoique (EDA) - AK-, AF- et ACT -
sont les composés toxiques connus de cette famille, (2) le depsipeptide cyclique (tétrapeptide
cyclique), la toxine AM également connue sous le nom d'alternariolide, (3) Amino
pento/polykétide (il s'agit d'un composé analogue de la sphinganine) - toxine AAL, et (4)
polykétide - toxine ACR (syn. ACRL-toxine) (Tsuge et al., 2013).

La HC-toxine (un tétrapeptide cyclique), une toxine qui a ¢galement été¢ découverte dans

'espece Alternaria jesenskae, pathotype de Fumana procumbens (Wight et al., 2013).

Le champignon filamenteux Alternaria alternata produit une toxine sélective de I'hote
unique qui tue les cellules hotes avant l'invasion et 1'acquisition des nutriments (Gai et al.,

2019).
7.6.3. Production de mélanine

Le "mélanine" est un groupe de polymeres divers et complexes de masse moléculaire
¢levée, caractérisés par une charge négative et une hydrophobie. Ces pigments sombres, sont

produits par des animaux, des plantes et des microbes. Ils sont formés par la polymérisation
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oxydative de composés phénoliques ou indoliques. Chez les champignons, les mélanines
peuvent étre synthétisées a partir d'un substrat endogéne via un intermédiaire 1,8-
dihydroxynaphtaléne (DHN) ou, alternativement, a partir de la 1-3,4-dihydroxyphénylalanine
(I-DOPA) (Eisenman et Casadevall, 2012).

Chez Alternaria spp., seule la voie DHN-mélanine pour la synthése de la mélanine a été
décrite, et le groupe de genes requis pour la synthése de la mélanine a été cloné chez

Alternaria alternata (Kimura et Tsuge, 1993).

Chez Alternaria spp, la mélanine est présente dans les conidies. Ce pigment est
probablement impliqué dans le développement des conidies, car il a été montré que la
perturbation d'un geéne de biosynthése de la mélanine chez A. alternata conduit a une

réduction de la taille des conidies ainsi que du nombre de septa (Kawamura et al., 1999).

La majorit¢ des mélanines fongiques sont obtenues a partir du précurseur 1,8-
dihydroxynaphtaléne (DHN) et sont appelées mélanines DHN ; la voie de biosynthése qui
produit le DHN est connue sous le nom de voie du pentaketide (Bell et Wheeler, 1986). Le
malonyl-CoA sert de précurseur a l'enzyme polykétide synthase (PKS1), qui catalyse la
premiere étape de la voie de biosynthese. La PKS transforme le malonyl-CoA en un premier
intermédiaire, le 1,3,6,8-tétrahydroxynaphtaléne (1,3,6,8-THN). Ensuite, une enzyme
réductase particuliére convertit le 1,3,6,8-THN en scytalone. La scytalone est déshydratée en
1,3,8-trihydoxynaphtaléne, qui est ensuite réduit par une seconde réductase en vermélone,
elle-méme catalysée par la scytalone déshydratase, ce qui donne l'intermédiaire 1,8-DHN, qui

donne son nom a cette voie (Figure 13) (Belozerskaya et al., 2017).
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Figure 13. La voie de biosynthése mélanine -DHN (Lim et al., 2022).
7.7.  Effet négatives d’Alternaria sur la santé

Alternaria infecte principalement les hotes immunodéprimés. Bien que des infections
chez des hotes immunocompétents aient également été rapportées, elles impliquent rarement
une maladie invasive. La porte d'entrée de l'infection se fait généralement par un traumatisme
cornéen ou une rupture de la barriere cutanée. La majorit¢ des manifestations cliniques
impliquent des infections cutanées et sous-cutanées, bien que d'autres types d'infections, par
ex. l'oculomycose, la sinusite, 1'onychomycose et les maladies invasives ont également été

signalées moins fréquemment (Pastor et Guarro, 2008).
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Chapitre 3. Approches d’analyse computationnelle

1. Docking moléculaire

1.1. Définition

Le docking moléculaire ou I'amarrage moléculaire est une méthode de calcul utilisée pour
prédire l'interaction de deux molécules en générant un mod¢le de liaison. Dans de nombreuses
applications de découverte de médicaments, le docking moléculaire est réalisé entre une petite
molécule et une macromolécule, par exemple, le docking protéine-ligand (Prieto Martinez et

al., 2018).

Le docking moléculaire est une méthode de calcul permettant de trouver 1’orientation la
plus favorable d'une molécule par rapport a une autre lorsqu'elles interagissent pour former un

complexe stable avec une énergie globale minimale (Naqvi et al., 2018).

Le docking moléculaire peut également €tre défini comme une méthode qui anticipe
l'orientation privilégiée d'un ligand par rapport a un récepteur (protéine) afin d'obtenir une
liaison stable du ligand contre le récepteur (protéine) pour former un complexe stable

(Lengaur et Rarey, 1996).

Le processus de docking comprend deux étapes fondamentales : la prédiction de la
conformation du ligand ainsi que de sa position et de son orientation dans le site actif
(généralement appelée pose) et I'évaluation de I'affinité de liaison. Ces deux étapes sont liées
respectivement aux méthodes d'échantillonnage et aux systémes de notation (Meng et al.,

2011).

a) Prédiction de pose: les algorithmes d'amarrage effectuent généralement des
prédictions de pose qui visent a identifier les caractéristiques moléculaires responsables de la
reconnaissance moléculaire (Kitchen ez al., 2004).

b) Prédiction de Daffinité : aprés la prédiction de pose par l'algorithme d'amarrage,
I'étape immédiate du processus d'amarrage est la prédiction de 1’affinité, également appelée
notation (scoring). Le score d'amarrage est obtenu par les fonctions de notation associées au
logiciel d'amarrage particulier. Les fonctions de notation sont congues pour calculer l'activité
biologique en estimant les interactions entre le composé et la protéine cible. Au cours des
premiceres étapes des expériences d'amarrage, la notation est effectuée sur la base de la forme
simple et des complémentarités électrostatiques. Cependant, actuellement, les conforméres

d'amarrage sont souvent traitées avec des méthodes de notation sophistiquées qui incluent les
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interactions de Van der Waals, les interactions électrostatiques, les effets de solvatation et les
effets entropiques (Gohlke et Klebe, 2002 ; Young, 2009).

1.2.  Algorithmes du docking moléculaire

Essentiellement, 1'objectif du docking moléculaire est de donner une prédiction de la
structure du complexe ligand-récepteur. Le docking peut tre réalisé en deux étapes : tout
d'abord en échantillonnant les conformations du ligand dans le site actif de la protéine, puis en
classant ces conformations par une fonction de notation (score). Idéalement, les algorithmes
d'échantillonnage doivent étre capables de reproduire le mode de liaison expérimental et la
fonction de notation doit également le classer le plus élevé parmi toutes les conformations

générées (Meng et al., 2011).

L'algorithme de recherche consiste a trouver le mode de liaison optimal entre le petit
ligand et sa protéine réceptrice autour du site de liaison. Dans le docking moléculaire, des
algorithmes de recherche sont utilisés pour explorer l'énergie libre afin de trouver les
meilleures poses de ligands. En théorie, I'espace de recherche est constitué¢ de toutes les
orientations et conformations possibles de la protéine appariée avec le ligand mais en
pratique, avec les ressources informatiques actuelles, il est impossible d'explorer de manicre
exhaustive l'espace de recherche ; cela impliquerait d’énumérer toutes les distorsions
possibles de chaque molécule et toutes les rotations et conformations possibles (Tripathi et

Misra, 2017).

Divers algorithmes d'échantillonnage ont ét¢ développés et largement utilisés dans les
logiciels de docking. Selon la flexibilité de la protéine et du ligand, les algorithmes d'amarrage

peuvent étre divisés en 3 types (Kasam, 2009), comme suit (Figure 14).

a) Le docking rigide : appelé aussi docking de porte et clé (la cible et le ligand sont tous
deux des molécules rigides), la conformation du systéme de docking (récepteur et ligand) ne
change pas. En outre, 'amarrage rigide ne nécessite pas de calculs multiples, ce qui en fait la
méthode la plus simple. Il est adapté aux grands systémes, tels que les systémes protéine-
protéine (Tao et al., 2020).

) Docking semi-flexible : appel¢ aussi docking par ajustement induit (la cible étant une
molécule rigide). Pendant le processus d'amarrage semi-flexible, la conformation du récepteur
fixe reste inchangée, tandis que la conformation du ligand est modifiée. Par conséquent, il est
¢vident que la longueur de la liaison ou l'angle de la partie non critique de la structure du

ligand peut étre fixé (Morris et al., 1998).
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d) Docking flexible (les deux molécules en interaction sont flexibles). Au cours de ce
processus, la procédure d'amarrage permet de modifier facilement la conformation (récepteur
et ligand). Les variables du récepteur et du ligand augmentent avec le nombre d'atomes, ceux-
ci incluent le fait que le calcul est substantiel et que le processus d'amarrage est trop
compliqué. L'amarrage flexible est généralement utilis¢é pour étudier avec précision

l'interaction entre les molécules (Roy et al., 2018).

A
Rigid
-+ —_—
Recaplor Ligand
B
Flaxibla
+ > _

- [ I—

Receptor Ligand
Figure 14. Types de docking moléculaire (Fan et al., 2019)

Basées sur le principe de la génération de conformation, les méthodes de recherche sont

classées en systématiques, stochastiques et déterministe (Brooijmans et Kuntz, 2003).

Des algorithmes de recherche systématiques sont normalement utilisés pour l'amarrage de
ligand flexibles, qui génerent toutes les conformations de liaison de ligand possibles en
explorant tous les degrés de liberté¢ du ligand. Il existe trois types de méthodes de recherche
systématique : recherche exhaustive, fragmentation et ensemble conformationnel (Huang et

Zou, 2010).

Les algorithmes de recherche stochastique effectuent des changements aléatoires dans les
degrés de liberté du ligand. Cependant, ce type d'algorithme ne garantit pas la convergence
vers la meilleure solution. Pour I'améliorer, un processus itératif peut étre effectu¢ (Torres et

al., 2019).

Dans la recherche déterministe, l'orientation et la conformation du ligand a chaque
itération sont déterminées par 1'état précédent, et le nouvel état a une valeur énergétique égale
ou inférieure au précédent, ce type d'algorithme a un colt de calcul plus ¢élevé et conduit
souvent au piégeage indésirable des conformations résultantes a un minimum d'énergie locale

(Torres et al., 2019).
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L'algorithme de recherche positionne les molécules dans divers emplacements,
orientations et conformation au sein du site actif. Certains des premiers programmes
d'amarrage ont positionné une molécule dans le site actif, la maintenant rigide par rapport aux
changements de conformation, mais tous les algorithmes d'amarrage modernes incluent des
changements de conformation du ligand. Le choix de l'algorithme de recherche détermine la
précision avec laquelle le programme vérifie les positions possibles des molécules et la durée
de son exécution. L'algorithme de recherche ne détermine pas si le programme d'amarrage
donne des résultats précis. Mais la fonction de scoring est chargée de déterminer si les
orientations choisies par l'algorithme de recherche sont énergétiquement les plus favorables,
et est chargée de calculer I'énergie de liaison. Ainsi, un algorithme de recherche qui
n'échantillonne pas complétement l'espace donnera des résultats inexacts si l'orientation
correcte n'est pas échantillonnée. Cependant, la plupart des fonctions de recherche
¢chantillonneront I'espace de maniére adéquate si elles regoivent les parametres d'entrée
corrects. De nombreux algorithmes de recherche ont été développés en fonction des principes
de génération de conformation. L'un des premiers algorithmes utilisés était I'algorithme de
recherche de Monte Carlo, qui est construit autour d'un générateur de nombres aléatoires.
Dans la mise en ceuvre la plus simple, la position, l'orientation et la conformation sont toutes
choisies au hasard. Parfois, la position et la conformation sont vérifiées indépendamment.
Ainsi, une position est choisie et de nombreuses conformations sont testées dans cette position

; puis une nouvelle position est choisie et le processus se répete (Kenton, 2019).
1.3.  Fonction de notation (scoring)

De nombreux algorithmes d'amarrage ont été développés a l'origine pour simuler la
liaison du ligand dans une poche a la surface de la protéine repliée. Certains programmes ont
des difficultés a ancrer les composés dans le site actif qui est compleétement fermé. Cela peut
se produire lorsque la protéine se replie sur le site actif ou que I'ensemble du site actif s'ouvre
et se ferme via un mouvement de coquille de palourde de deux grandes sections de la
protéine. Lorsque cela se produit, des entrées supplémentaires sont nécessaires pour permettre
au programme d'ancrage de fonctionner correctement avec un site actif encapsulé (Young,

2009).

Dans les domaines de la chimie computationnelle et de la modélisation moléculaire, les
fonctions de notation sont des méthodes mathématiques approximatives rapides utilisé pour

prédire la force de l'interaction intermoléculaires (également appelée affinité de liaison) entre
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deux molécules aprés leur amarrage. Le plus souvent, l'une des molécules est un petit
compos¢ organique tel qu'un médicament et la seconde est la cible biologique du médicament

telle qu'un récepteur de protéine (Venkata et al., 2017).

Alors que l'amarrage vise a reproduire une conformation de liaison proche de la structure
cristalline des rayons X, le but du scoring est de quantifier 1'énergie libre associ¢e a la
protéine et au ligand dans la formation des interactions protéine-ligand. La plupart des
logiciels de docking sont équipés de fonctions de scoring, qui permettent de calculer I'énergie
libre associée aux interactions protéine-ligand (score de docking). Le score d'amarrage est
utilisé pour classer les composés chimiques dans une campagne de criblage virtuel. De larges
gammes de fonctions de notation sont disponibles pour calculer la liaison entre la protéine et

le ligand virtuel (Moitessier et al., 2008).

Les fonctions de notation sont généralement divisées en trois grandes catégories : les
fonctions basées sur le champ de force, les fonctions basées sur la connaissance et les

fonctions empiriques (Wang et al., 2003).

1.3.1. Les fonctions basées sur le champ de force

Les fonctions basées sur le champ de force consistent en une somme de termes d'énergie
d'un champ de force classique, en considérant généralement les énergies d'interaction du

complexe protéine-ligand et 1'énergie interne du ligand (Guedes et al., 2018).

Ces fonctions sont développées sur la base des interactions atomiques physiques, y
compris les interactions de van der Waals, les interactions électrostatiques et les forces
d'étirement et de torsion des liaisons. Les fonctions et les paramétres du champ de force sont
généralement dérivés a la fois de données expérimentales et de calculs de mécanique
quantique selon les principes de la physique (Huang et al., 2010). Cette méthode calcule
séparément les forces intramoléculaires (entre atomes liés) et les forces intermoléculaires
(entre atomes non liés) résultant en une prédiction de la contribution enthalpique a 1'énergie de
liaison (Krumrine ef al., 2003). Ce qui suit représente 1'équation d'énergie totale basée sur le
champ de force (Huang et al, 2010) : Etowie = Eii¢stEnonics ou les composantes des

contributions covalentes et non covalentes sont données par les équations suivantes :
Elies= Ebonde+Eangle+Edihédrale

Enon-liés=Eelectrostatique+EVan Der Waals
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ou:

- Evond représente I'énergie potentielle des liaisons covalentes.

- Eangle représente 1'énergie potentielle entre les liaisons angulaires.

- Edinedratle représentent 1'énergie potentielle de torsion des atomes li€s.

- Edlectrostatique T€présente 1'énergie potentielle des forces électrostatiques.

- Evan der waals représente 1'énergie potentielle des forces de van der Waals.
1.3.2. Les fonctions basées sur la connaissance

Les fonctions d'attribution de score basées sur la connaissance sont récemment apparues
comme une nouvelle approche. Ils sont appelées fonctions de notation basées sur le potentiel
statistique, dans laquelle des distances atomiques statistiques entre les atomes de la protéine et
les atomes du ligand sont utilisées. Lorsqu'elles sont comparées, un terme « d'énergie libre »
est dérivé pour décrire chaque interaction entre paires d'atomes. La somme de toutes les
interactions entre paires d'atomes est ensuite utilisée pour évaluer la force globale de

l'interaction de chaque complexe protéine-ligand (Yang et al., 2006).

Les potentiels d'interaction des paires d'atomes sont généralement dérivés des
informations structurelles stockées dans les bases de données (base de données structurelle
ChemBridge et banque de données sur les protéines) des complexes protéine-ligand. Il repose
sur I'hypothese que 1'occurrence répétée d'interactions intermoléculaires étroites entre certains
types de groupes fonctionnels ou de types d'atomes est énergétiquement plus favorable que les
interactions se produisant au hasard, contribuant ainsi de mani¢re complémentaire a I'affinité
de liaison. La nature robuste de cette fonction de scoring la rend utilisable en criblage virtuel.
Les fonctions de notation basées sur les connaissances reposent sur des bases de données

d'interactions intermoléculaires existantes (Sapundzhi et al. 2019).

1.3.3. Les fonctions empiriques

Les fonctions de notation empiriques sont basées sur l'idée que les énergies libres de
liaison peuvent étre €écrites comme une somme pondérée de termes non corrélés, tels que les
liaisons hydrogene, les contacts non polaires et aromatiques ou les pénalités d'entropie (Zoete

et al., 2009).
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Ces fonctions de notation sont congues pour reproduire des données expérimentales. Ils
sont adaptés pour utiliser une somme de plusieurs termes individuels non corrélés pour
reproduire des résultats expérimentaux, tels que les énergies libres de liaison, au moyen d'une
analyse de régression. Les termes individuels sont normalement rapides a calculer, mais le
succes de ces fonctions de notation dépend des données expérimentales utilisées dans le
processus de paramétrage. Ce processus n'est pas contrélé par l'utilisateur et est facilement

non transférable (Vieira et al., 2019).

Dans les fonctions de notation empiriques, le score d'énergie de liaison d'un complexe est
calculé¢ en additionnant un ensemble de termes d'énergie empiriques pondérés tels que
'énergie de van der Waals, I'énergie électrostatique, I'énergie de liaison hydrogene, le terme

d'entropie, le terme d'hydrophobie (Huang et Zou, 2010).

Les fonctions de notation tentent d'estimer 1'affinité de liaison, qui est directement liée a
I'énergie de liaison de Gibbs. Il existe plusieurs facons de décrire les partitions de 1'énergie de
liaison et l'une d'entre elles est décrite dans I'équation. Cette partition décrit 1'énergie de
liaison en composantes individuelles : 1'énergie de solvatation/désolvatation (AGsolvant) ; le
changement d'énergie du récepteur et du ligand di a la formation de complexes (AGeonf) ; la
variation d'énergie due aux interactions spécifiques entre le ligand et le récepteur (AGin) ; et la
contribution due aux changements de mouvement (rotation, translation, vibration)

(AGmouvement) (Pantsar et POSO, 2018).

AGbénd == AGSOEUent L3 AGc-:m f i AGmt & AGmotéon

1.4. Types de liaisons entre le récepteur et le ligand

Il existe de nombreuses affinités entre le substrat et l'enzyme, comme les interactions

ioniques, la liaison hydrogéne, l'interaction hydrophobe, la force de Van der Waals.

a. Liaison hydrogéne : la liaison hydrogeéne est formée par un atome d'hydrogeéne
attaché a un atome hautement électronégatif, comme 1'oxygene et I'azote, jouant un role vital

dans le maintien de la stabilité des interactions (Cleland, 2010).

La liaison hydrogene est classée en conventionnelle et non conventionnelle en fonction
de I’¢électronégativité des atomes donneurs et accepteurs de liaisons hydrogeéne. Les liaisons
hydrogéne conventionnelles comprennent des atomes avec une ¢électronégativité plus élevée,

par exemple O, N et F. Les liaisons hydrogeéne conventionnelles incluent N-H...N, O-H...O,
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N-H...O, etc. Les liaisons non conventionnelles comprennent les liaisons hydrogeéne ayant des
atomes donneurs ou accepteurs ou les deux ayant moins d'électronégativité comprend C-

H...O0, C-H...F, C-H...N, O-H...S, N-H...S (Mishra, 2019).

b. Interactions ioniques (électrostatiques) : les interactions ioniques impliquent
l'attraction d'ions ou de molécules de charge opposée, et constituent une force puissante entre
les molécules dans les interactions électrostatiques. Par exemple, les interactions ioniques
peuvent maintenir la thermostabilité des protéines (Vetriani ef al., 1998).

c. La force de Van der Waals : ces interactions appartiennent aux forces répulsives ou
attractives entre entités moléculaires différentes de la formation de liaisons ioniques (Nic et
al., 2012).

d. Interactions hydrophobes : les interactions hydrophobes, qui représentent les
relations entre les hydrophobes et 1'eau, sont des interactions plus faibles entre les molécules
ou les molécules internes. Les hydrophobes, généralement composés de longues chaines de
carbone qui n'ont pas interagi avec les molécules d'eau, sont des molécules non polaires. Les
interactions hydrophobes sont également importantes pour la stabilité de la structure spatiale
et de l'activité biologique, car la surface hydrophile des protéines devient petite et cela

diminue les mauvaises interactions avec I'eau (Atkins et De Paula, 2011).

L'existence d'une liaison Pi-Soufre aide a l'intercalation du ligand dans le site de liaison.
D'autres types de liaisons telles que les liaisons alkyle, Pi-Pi et Pi-alkyle aident a améliorer
l'interaction hydrophobe du ligand dans la poche de liaison du récepteur (Arthur et Uzairu,

2019).
1.5. Etape du docking moléculaire

Dans ce processus, la macromolécule est le récepteur de la protéine. La molécule est le
ligand qui peut agir comme un inhibiteur. Le processus de docking comprend donc les étapes

suivantes :
Etape 1 : Préparation de la protéine

La structure tridimensionnelle de la protéine doit étre récupérée dans la banque de
données des protéines (PDB) ; la structure cible doit étre déterminée expérimentalement,
généralement par cristallographie aux rayons X ou par résonance magnétique nucléaire
(RMN) si la structure n’est pas trouvée dans la banque ; toutefois, le docking peut étre réalisé¢

avec succes par rapport aux modeles d'homologie (Shoichet et al., 2002).
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Apres avoir sélectionné le modele , les structures cristallines des protéines sont préparées
avant le docking afin d'ajouter des atomes d'hydrogéne, d'optimiser les liaisons d'hydrogene,
de supprimer les collisions atomiques, et d'effectuer d'autres opérations qui ne font pas partie
du processus de raffinement de la structure cristalline par rayons X (Sastry et al., 2013) , ainsi
I'élimination des molécules d'eau, stabiliser les charges, remplir les résidus manquants,

générer les chaines latérales selon les parameétres disponibles (Chaudhary et Mishra, 2016).
Etape 2 : Prédiction du site actif

Aprés la préparation de la protéine, le site actif doit étre prédit. Le récepteur peut
posséder de nombreux sites actifs, il suffit de choisir celui qui est le plus important (Schnecke

et Kuhn, 2000).
Etape 3 : Préparation de ligands

Le type de ligands choisi pour le docking dépend de 1'objectif. Il peut étre obtenu a partir
de diverses bases de données, par exemple PubChem (Dias et al, 2008). Il est souvent
nécessaire d'appliquer des filtres pour réduire le nombre de molécules a docker. Il s'agit par
exemple du poids moléculaire, de la surface polaire, de la solubilité¢, de la disponibilité
commerciale, des seuils de similarité, des pharmacophores, de I'accessibilité synthétique et
des propriétés d'absorption, de distribution, de métabolisme, d'excrétion et de toxicologie

(Hernandez-Santoyo ef al., 2013).
Etape 4 : Processus de docking

Il s'agit de la derniere étape, ou le ligand est amarré au récepteur et les interactions sont
vérifiées. La fonction de notation génére un score en fonction du meilleur ligand sélectionné.
11 existe de nombreux algorithmes pour évaluer et rationaliser les interactions ligand-protéine
ou protéine-protéine, et leur nombre ne cesse d'augmenter. Plusieurs algorithmes partagent
des méthodologies communes avec de nouvelles extensions visant a obtenir une méthode
robuste avec une précision aussi €levée que possible (Hernandez-Santoyo et al., 2013). Les
programmes de docking les plus courants comprennent AutoDock, DOCK, FlexX, GOLD,
ICM (Tableau 3).
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Tableau 3. Les programmes de docking moléculaire les plus utilisés (Morris et Lim-Wilby,

2008).

Progranfme de Outil complémentaire Format de fichier
docking
AutoDock 4 AutoGrid, ADT, BDT Mol2, PDBQT
Auto Dock Vina Chimera Mol2
Grid, Docktools,
DOCK 6 Nchemgrids, Sphgen, Mol2
ANTECHAMBER
FlexX 2 FlexV Mol2, SD
GOLD 3 GOLD Front End, SILVER Mol2, SD
ICM 34 ICM-Pro, ICM-VLS Mol2, SD

Etape 5 : Evaluation de résultat

Le succes des algorithmes de docking dans la prédiction de la pose de liaison d'un ligand
est normalement mesuré en termes d'écart quadratique moyen (RMSD) entre les positions des
atomes lourds des ligands observées expérimentalement et celles prédites par l'algorithme
(Sousa et al., 2006). La flexibilité du systeme est un défi majeur dans la recherche de la pose
correcte. Le nombre de degrés de liberté inclus dans la recherche conformationnelle est un
aspect central qui détermine I'efficacité de la recherche. On considére généralement qu'une
bonne performance est obtenue lorsque la RMSD est inférieure a 2A (Hernandez-Santoyo et

al., 2013).

12
|

N
RMSD:ﬁlﬁzljxc X P Yo VP 2 2,

Ou
N est le nombre d'atomes dans le ligand, ci et di représentent les distances entre les atomes de

deux macromolécules superposées ; X, Y et Z sont les dimensions (localisation) des atomes.
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2. Modélisation moléculaire

2.1.  Généralités sur la structure des protéines

Les protéines sont des chalnes lin€aires d'acides aminés qui adoptent une structure
tridimensionnelle unique dans leur environnement natif. C'est structure native qui permet a la

protéine de remplir sa fonction biochimique (Floudas ez al., 2006).

Chaque acide aminé se compose d'un atome de carbone central (a-carbone), d'un groupe
amino, NHz, d'un groupe carboxyle, COOH et d'une chaine latérale (Ferrier, 2014). Ils
différent les uns des autres par leurs chaines latérales, et par conséquent on a 20 acides aminés

selon, taille, charge et polarité (Chandra et Tyagi, 2013).

La structure primaire est constituée d'une chaine linéaire d'acides aminés (Figure 15)
(Sanvictores et Farci, 2020). La structure primaire est la base des structures de niveau
supérieur et des fonctions protéiques, en fournissant toujours la base pour 1'étude et la
modélisation des modeles protéiques, des modeles de mutations naturelles et artificielles, de
la similitude au sein d'une famille de protéines, de la similitude entre familles de protéines, et

de la base topologique des structures de niveau supérieur (Wu et Yan, 2002).

chaine latérale

ol
@—@-9—0-0—@
|
O ®
;Y_/;Y_’k Y j A0 C-terminal

groupe amine  o-carbone groupe carhoxyle

acides aminés

Miaisons peptidiques

Figure 15. Structure primaire des protéines (site web5 :
https://wou.edu/chemistry/courses/online-chemistry-textbooks/ch450-and-ch451-

biochemistry-defining-life-at-the-molecular-level/chapter-2-protein-structure/).
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Le niveau suivant de la structure de la protéine, la structure secondaire, fait référence aux
structures repliées locales qui se forment dans un polypeptide en raison des interactions entre
les atomes du squelette. Les types les plus courants de structures secondaires sont les hélices a
et les feuilles plissées B. Les deux structures sont maintenues en forme par des liaisons
hydrogeéne, qui se forment entre le carbonyle O d'un acide aminé et la fonction amine H d'un

autre acide aminé (Rehman et al., 2017) (Figure 16).
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Figurel6. Structure secondaire des protéines (Daudert, 2018)

I1 a été observé que la structure secondaire prédite est utile dans la prédiction d des plis
protéiques et dans la prédiction de la fonction. Il a également été¢ observé que l'angle diedre
(ou angle de torsion du squelette) et les structures secondaires d'une protéine sont fortement

corr¢lés (Singh et al., 2014).

La conformation du squelette de chaque résidu d'acide aminé non terminal est déterminée

par trois angles de torsion, traditionnellement appelés Phi ¢, Psi v et Omega o (Kleywegt,
2000).

Dans le graphique de Ramachandran, 1’angle Phi mesure la rotation autour de la liaison
carbone- azote, Psi mesure la rotation autour de la liaison carbone-carbone. Les angles phi-psi
se regroupent généralement autour de phi=—60°, psi=—40° pour I'hélice D, phi=—120°,
psi=120° pour le brin béta, et autour de phi=60°, psi=40° pour 1'hélice L. L'angle diédre
oméga ® est presque fixé a 180° (forme trans) et rarement a 0° (forme cis) en raison de la

planéité de la liaison dipeptide partielle (Figure 17) (Singh et al., 2014).
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Figure 17. Les trois types des angles de torsion (King et Koes, 2020)

La structure tertiaire, le niveau de structure immédiatement supérieur, fait référence a la
conformation globale d'une chaine polypeptidique, c'est-a-dire a l'arrangement

tridimensionnel de tous les résidus d'acides aminés (Chou et Fasman, 1978).

Contrairement a la structure secondaire, qui est stabilisée par des liaisons hydrogéne, la
structure tertiaire est stabilisée par des interactions hydrophobes entre les chaines latérales
non polaires et, dans certaines protéines, par des liaisons disulfures. Ces forces de stabilisation
maintiennent les hélices, les brins, les spires et les bobines aléatoires dans un échafaudage
interne compact. Ainsi, la taille et la forme d'une protéine dépendent non seulement de sa
séquence, mais aussi du nombre, de la taille et de la disposition de ses structures secondaires.
Pour les protéines constituées d'une seule chaine polypeptidique, les protéines monomeres, la

structure tertiaire est le plus haut niveau d’organisation (Lodish ez al., 2000).

La structure quaternaire est l'interaction de deux ou plusieurs chaines polypeptidiques
repliés. De nombreuses protéines nécessitent l'assemblage de plusieurs sous-unités
polypeptidiques avant de devenir actif. Si la protéine finale est constituée de deux sous-unités,
la protéine est dite un dimére. Si trois sous-unités doivent se réunir, la protéine est dite
trimere, quatre sous-unités constituent un tétramere, etc. Si les sous-unités sont identiques, le
préfixe « homo » est utilisé, comme dans "homodimére". Si les sous-unités sont différentes, le

préfixe est « hétéro », comme dans « hétérodimere » (Perera et Peiris, 2020).
2.2.  Meéthodes in silico de la modélisation d’une structure protéique

Pour trouver la structure native des protéines, les principes physico-chimiques ainsi que
l'identification des états d'énergie libre les plus bas sont considérés comme les meilleures

propriétés. Destinées a prédire des protéines cibles avec des structures inconnues, les
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méthodes basées sur la bioinformatique ont remporté un succes considérable (Roy et Zhang,
2012).

Les étapes critiques des méthodes basées sur la bio-informatique impliquent des
alignements de séquence cible (requéte)-modele, la reconnaissance de pli, un assemblage
structurel basé sur des fragments et de multiples raffinements structurels basés sur un modele

(Farhadi, 2018).

Prédire la structure de la protéine a partir de sa séquence d'acides aminés est 1'un des
problémes les plus difficiles dans le domaine de la biologie computationnelle. La
modélisation basée sur des modeles (TBM en anglais « template-based modeling ») est une
méthode populaire pour la prédiction de la structure tertiaire des protéines. TBM prédit la
structure d'une protéine requéte (appelée cible) en l'alignant sur un ou plusieurs mod¢les avec

des structures résolues (Wu et Xu, 2021).

Les méthodes de prédiction de la structure des protéines ont été principalement classées
en trois types : repliement ab initio, modélisation comparative (homologie) et enfilage (Roy et

Zhang, 2012).
2.2.1. Méthode ab initio

Cette procédure a recu des noms différents, par ex. modélisation ab initio, modélisation

de novo, modélisation basée sur la physique ou la modélisation libre (Lee et al., 2017).

La prédiction ab initio de la structure native d'une protéine a partir de ses informations de
séquence est I'un des problémes les plus difficiles de la biophysique computationnelle car elle

se base uniquement sur les informations de séquence et sans utiliser de modéles (Lee et al.,
2011).

La conception de la protéine « de novo » décrit la génération de nouvelles protéines avec
des séquences sans rapport avec celles de la nature basée sur des principes physiques

d'interactions intramoléculaires et intermoléculaires (Pan et Kortemme, 2021)

Parmi les programmes plus utilisés sont : CHARMM, AMBER et ECEPP, ces dernicres
donnent plus de fiabilité, de précision, de convivialit¢ et de flexibilité pour vérifier la

divergence fonctionnelle d'une protéine (Hoque et al., 2009).
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2.2.2. Modélisation comparative

En I'absence d'une structure protéique tridimensionnelle, la modélisation d'homologie est

un outil puissant pour prédire la structure 3D des protéines (Vyas et al., 2012).

Dans la modélisation comparative, la structure d'une protéine est prédite en comparant sa
séquence d'acides aminés a des séquences pour lesquelles la structure tridimensionnelle native
est déja connue. La modélisation comparative est basée sur I'observation que la similarité de
séquence implique une similarité structurelle. La précision des prédictions par modélisation

comparative dépend fortement du degré de similarité de séquence (Floudas et al., 2006).

Si la cible et le modele partagent plus de 50% de leur séquence, les prédictions sont
généralement de haute qualité. Alors que pour moins de 30% d'identit¢ de séquence, la

prédiction est susceptible de contenir des erreurs significatives (Kopp et Schwede, 2004).

Cette méthodologie est basée sur le principe général que les protéines avec des séquences
similaires ont des structures tertiaires similaires. Récemment, un certain nombre de
programmes et de serveurs tels que MODELLER, SWISS-MODEL, RAMP, PrISM,
COMPOSER, CONGEN+2 et DISGEO/Consensus ont été développés pour construire un
modele 3D complet (Chahal et al., 2020).

2.2.3. Méthode d’enfilage

La reconnaissance de pli, souvent appelée « threading », correspond au cas ou une ou
plusieurs structures (mod¢les) similaires a une séquence cible donnée existaient dans la PDB

mais ne sont pas facilement identifiables (Petrey et Honig, 2005).

Les méthodes de reconnaissance des plis sont une classe de méthodes qui visent a prédire
la structure pliée tridimensionnelle des séquences d'acides aminés pour lesquelles les
méthodes de modélisation comparative ne fournissent aucune prédiction fiable (Floudas et

al., 2006).

L'enfilage des protéines peut étre utilisé a la fois pour la prédiction de la structure et la
reconnaissance du repliement des protéines, c'est-a-dire la détection de protéines homologues.
De nombreux programmes ont été proposés pour la prédiction de la structure des protéines,

basés sur le threading tels que : FUGUE, 3D-PSSM et Gen THREADER (Xu et al., 2003).
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L'enfilage des protéines prédit la structure tridimensionnelle d'une nouvelle protéine
(c'est-a-dire la cible) en alignant sa séquence primaire sur une structure expérimentale

similaire (c'est-a-dire le mode¢le) dans la PDB (Peng et Xu, 2009).
2.3. Etapes de la modélisation comparative

Le développement du modele par modélisation homologue est un processus qui se
déroule en plusieurs étapes, qui peut étre résumé de la maniére suivante (1) identification du
template ; (2) alignements de séquences ; (3) la construction d'un modele pour la cible sur la
base de la structure 3D du template ; (4) affinement du modé¢le, analyse des alignements et (5)

validation du modele (Joo et al., 2011).
2.3.1. Identification du template (matrice)

C'est I'étape initiale dans laquelle le programme/serveur compare la séquence de structure
inconnue avec la structure connue stockée dans PDB. Le serveur le plus populaire est BLAST
(Basic Local Alignement Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Une recherche
avec BLAST dans la base de données pour des alignements locaux optimaux avec la requéte,
donne une liste de structures protéiques connues qui correspondent a la séquence. BLAST ne
peut pas trouver de matrice lorsque l'identité de séquence est bien inférieure a 30% (Vyas et

al., 2012).

Dans le cas d'une faible homologie (inférieure a 30 % d'identité de séquence), des
méthodes alternatives sont utilisées pour l'alignement afin de réduire les décalages et les
¢carts tels que les alignements profil-profil, les modéles de Markov cachés (HMM) et la
position BLAST itéré spécifique (psi-BLAST). Une identité de séquence trés faible entrainera
de fausses affectations de repliement en raison d'erreurs d'alignement résultant d'un plus grand

nombre de mutations (Hameduh et al., 2020).
2.3.2. Alignements de séquences

Une fois les alignements les plus appropriés sélectionnés, les alignements et leur
correction au cas ou cela serait nécessaire sont entrepris. Les alignements sont target-template
et template-template lorsque plusieurs modeles sont utilisés. L'erreur dans 1'alignement d'un
résidu provoque le déplacement du carbone. Un seul intervalle de résidus dans une section

d'hélice déclenche la rotation du reste des résidus dans I'hélice. En conséquence, I'alignement
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des séquences dans le bon sens est crucial dans la modélisation d'homologie (Muhammed et

AKki-Yalcin, 2019)

2.3.3. Construction d'un modele pour la cible sur la base de la structure 3D de la

matrice

Apres l'alignement cible-template, I'étape suivante de la modélisation d'homologie est la

construction du modéle.

L'original et la méthode encore largement utilisée est la construction par assemblage de
corps rigides. Cette méthode construit le modele a partir de quelques régions centrales et de
boucles et chaines latérales, qui sont obtenues a partir de la dissection des structures

apparentées (Fiser, 2010).

Un autre type de méthodes, la construction par correspondance de segments, s'appuie sur
les positions approximatives des atomes conservés a partir des modeles pour calculer les
coordonnées d'autres atomes. Le troisieme, la construction par satisfaction des contraintes
spatiales, utilise soit la géométrie de la distance, soit des techniques d'optimisation pour
satisfaire les contraintes spatiales obtenues a partir de 1'alignement de la séquence cible avec

les structures matrices (Hameduh et al., 2020).

Les programmes disponibles pour la modé¢lisation d'homologie sont Modeller, Swiss-

PdbViewer et Swiss-Model (Malathi et Ramaiah, 2018).
2.3.4. Affinement du modéle, analyse des alignements, suppressions et ajouts de lacunes

Le raffinement du mod¢le est basé sur le réglage de I'alignement, la modélisation des
boucles et des chaines latérales. Le processus de raffinement du modele commencera
généralement par une étape de minimisation de 1’énergie afin de stabiliser la structure (Xiang,

2006).

Les protéines homologues présentent des lacunes ou des insertions dans les séquences,
appelées boucles dont les structures ne sont pas conservées au cours de 1'évolution. Les
boucles contribuent aux sites actifs. La précision de la modélisation en boucle est un facteur
majeur pour déterminer l'utilit¢ des modéles d'homologie pour 1'étude des interactions

protéine-ligand (Lee e al., 2010).
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Les structures en boucle sont plus difficiles a prédire que la structure des feuillets et des
hélices géométriquement trés régulicres car les boucles présentent une plus grande variabilité
structurelle que les feuillets et les hélices. La longueur d'une région de boucle est
généralement beaucoup plus courte que celle de la chaine protéique entiere. La modélisation
d'une région en boucle présente des défis, qui ne sont probablement pas présents dans la
structure globale de la protéine. La structure de boucle modélisée doit étre géométriquement

cohérente avec le reste de la structure de la protéine (Vyas et al., 2012).
2.3.5. Validation du model

La qualité du modele prédit détermine les informations qui peuvent en étre extraites. Il
existe de nombreux programmes et serveurs d'évaluation de modeles. La premicre étape de
'évaluation du mode¢le consiste a déterminer si le modele a le bon pli et si ce modele est

aligné au moins approximativement correctement avec la séquence cible (Sippl, 1993).

La confiance dans le pli d'un modéle est généralement augmentée par une similitude de
séquence ¢levée avec le modele le plus proche, un Z-score significatif basé sur I'énergie et la
conservation des résidus fonctionnels ou structurels clés dans la séquence cible, il est défini
comme la séparation d'énergie entre le pli natif et la moyenne d'un ensemble de mauvais plis

dans les unités de I'écart type de 1'ensemble (Zhang et Skolnick, 1998).

Une fois que le pli d'un modele est accepté, une évaluation plus détaillée de la précision
globale du modele peut étre obtenue sur la base de la similitude entre les séquences cible et
matrice. Une identité de séquence supérieure a 30 % est un prédicateur relativement bon de la
précision attendue. Si l'identité de séquence cible-matrice tombe en dessous de 30 %, l'identité
de séquence devient peu fiable en tant que mesure de la précision dun modéle unique

(Mishra, 2013).

La validation vérifie aussi les longueurs de liaison, les angles de liaison, la planéité des
liaisons peptidiques et des chaines latérales, les angles de torsion de la chaine principale et des
chaines latérales et les affrontements entre les paires d'atomes non liées ; cette évaluation est

basée sur plusieurs paramétres (Mishra, 2013).

a) DOPE (Discrete optimized protein energy): c’est 1’énergie protéique discrete
optimisée, est basé sur un état de référence physique amélioré qui correspond a des atomes
sans interaction dans une spheére homogene dont le rayon dépend d'une structure native de

I'échantillon (Jing et Dong, 2017).
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b) RMSD (Root Mean Square Deviation) : c’est une déviation quadratique moyenne
signifiant la mesure quantitative la plus couramment utilisée de la similitude entre deux
coordonnées atomiques superposées (Kufareva et Abagyan, 2011).

c) QMEAN (Qualitative Model Energy ANalysis) : est une fonction de notation
décrivant les principaux aspects géométriques de la structure secondaire de la protéine prédite
(Benkert et al., 2008).

d) Z-Score : le score Z d'une protéine est défini comme la séparation énergétique entre le
pli natif et la moyenne d'un ensemble de mauvais plis dans les unités de 1'écart type de
I'ensemble (Zhang et Skolnick, 1998). Le z-score indique la qualité globale du mode¢le et
mesure I'écart de 1'énergie totale de la structure par rapport a une distribution d'énergie dérivée

de conformations aléatoires (Wiederstein et Sippl, 2007).

D’un autre coté, la validation des structures prédites est essentielle car chaque modéele
contient des erreurs. En utilisant des différents outils de validation des modéles d'homologie a

savoir PROCHECK, ERRAT, VERIFY3D.

a) PROCHECK v¢rifie la qualité stéréochimique d'une structure protéique en analysant
la géométrie résidu par résidu et sur toute la géométrie de la structure (Dhurigai ez al., 2014 ;
Skariyachan et Garka, 2018).

b) ERRAT analyse les statistiques des interactions non liées entre différents types
d'atomes et trace la valeur de la fonction d'erreur en fonction de la position d'une fenétre
glissante a 9 résidus, calculée par comparaison avec les statistiques de structures hautement
raffinées (Dhurigai ef al., 2014 ; Skariyachan et Garka, 2018).

c) VERIFY3D détermine la compatibilité d'un modéele atomique (3D) avec sa propre
séquence d'acides aminés (1D) en attribuant une classe structurelle en fonction de son
emplacement et de son environnement (alpha, béta, boucle, polaire, non polaire, etc.)

(Dhurigai et al., 2014).

3. Simulations de la dynamique moléculaire (SDM)

Les simulations de la dynamique moléculaire prédisent comment chaque atome d'une
protéine se déplacera au fil du temps sur la base d'un modele général de la physique régissant
des interactions interatomiques (Karplus et McCammon, 2002). Ces simulations peuvent
capturer une grande variété de processus biomoléculaires importants, y compris le
changement de conformation, la liaison de ligands et le repliement des protéines. Il est

important de noter que ces simulations peuvent également prédire comment les biomolécules
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réagiront, au niveau atomique, a des perturbations telles que la mutation, la phosphorylation,

ou l'ajout ou le retrait d'un ligand (Hollingsworth et Dor, 2018).

La SMD est couramment appliquée pour 1'é¢tude des propriétés dynamiques et des
processus dans le domaine de la biochimie structurale, de la biologie moléculaire, de la
science pharmaceutique et de la biotechnologie. Cet outil aide les chercheurs a générer une
trajectoire de macromolécules telles que des protéines, c'est-a-dire qu'il génére une

progression de la structure simulée par rapport au temps (Singh ez al., 2018).

La SMD nécessite quelques choix : 1) Quel matériel informatique utiliser ? Les unités de
traitement graphiques GPU sont devenus un choix particuliérement attrayant car ils effectuent
des simulations rapides a un colit modeste, mais les simulations sont également exécutées sur
des supercalculateurs, qui peuvent étre plus rapides, ainsi que sur des unités centrales de
traitement (CPU) traditionnelles, qui peuvent étre plus facilement disponibles. 2) Quel champ
de force utiliser ? Les choix les plus courants sont les différentes versions d'AMBER,

CHARMM, NAMD et OPLS (Tableau 4) (Hollingsworth et Dror, 2018).

Tableau 4. Les différents types de champ de force (Chen et al., 2019).

Famille de champ de force Classes moléculaires couramment applicables
GROMACS Protéines, glucides, lipides (membranaires)
NAMD Protéines

CHARMM Protéines, glucides, lipides (membranaires)
AMBER Protéines, glucides, lipides

CFF Protéines, glucides, lipides

DREIDING Protéines, glucides

OPLS Protéines, glucides, lipides

CVFF Protéines, glucides

MMFF Protéine, complexe protéine-ligand, glucides
GLYCAM Glucides, glycoprotéine

CSFF Protéines, glucides

Avant d'effectuer la simulation, il faut préparer le systéme moléculaire en y intégrant les
atomes manquants (y compris les atomes d'hydrogéne, qui ne sont généralement pas résolus

dans les structures cristallines), en ajoutant des molécules "solvants" telles que 1'eau, les ions
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de sel (pour une membrane protéine) et lipides, et l'attribution de parameétres de champ de
force. La plupart des progiciels de simulation courants incluent des logiciels pour la
préparation du systéme, et un certain nombre de logiciels récemment introduits ou améliorés

simplifient le processus de préparation (Jo et al., 2008 ; Salsbury, 2010).

L'analyse des résultats de la simulation MD peut étre difficile pour plusieurs raisons. Ces
simulations produisent une grande quantit¢ de données ; une simulation typique pourrait
suivre les positions et les vitesses de 100 000 atomes sur des milliards de pas de temps. Il est
difficile d'identifier les aspects les plus pertinents et biologiquement importants de ces
données. Dans certains cas, on ne s'intéresse qu'a une quantité particuliere bien définie, telle

que I'énergie d'interaction entre un ligand et une protéine (Hollingsworth et Dror, 2018).
L’analyse des résultats de la simulation s’effectue sur la base de quelques paramétres comme :

a) Le RMSD pour trouver le déplacement moyen des atomes a un instant de la
simulation par rapport a une structure de référence, généralement la premicre trame de la
simulation (Martinez, 2015).

b) Le RMSF pour mesurer le déplacement d'un atome particulier, ou d'un groupe
d'atomes, par rapport a la structure de référence. Lorsqu'une simulation est équilibrée, c'est-a-
dire lorsque la structure d'intérét fluctue autour d'une conformation moyenne stable, il est
logique de calculer les fluctuations de chaque sous-ensemble de la structure (chaque atome,
par exemple) par rapport a la structure moyenne de la simulation (Martinez, 2015).

c) Le rayon de giration (Rg) qui est un parametre fondamental de la structure
moléculaire. Rg est défini comme la distance quadratique moyenne du centre de la molécule
(Tanner, 2016).

d) Surface accessible aux solvants (SASA) est la surface accessible aux solvants des
protéines qui a toujours été considérée comme un facteur décisif dans les études de repliement
et de stabilit¢ des protéines. Elle est définie comme la surface caractérisée autour d'une
protéine par un centre hypothétique d'une sphere de solvant avec la surface de contact van der

Waals de la molécule (Ausaf et al., 2014).
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« La connaissance s’acquiert par 1I’expérience »

D’ Albert Einstein




Matériel et méthodes

Partie 1. Criblage in vitro de I’activité antifongique contre le

phytopathogéne Alternaria sp.

1. Echantillonnage de sol d’étude

Les échantillons du sol ont été prélevés de trois sols agricoles de la Wilaya d’Oum El
Bouaghi a savoir ; les communes de Ain Beida, Oum El Bouaghi et Ain Fakroun (altitude 891
m, humidité moyenne 57,3 %, température moyenne annuelle 18°C, précipitation totale
annuelle 508,25 mm de 1’année 2019-2020).

L’échantillonnage est effectu¢ en Mars 2020. Pour chaque sol, un échantillon
représentatif a été prélevé en ciblant au hasard différents endroits de la parcelle choisie. Les
débris de surface ont tout d’abord été ¢liminés et environ 10 g de chaque sol d'une profondeur
de 10 cm sous la surface a ét¢ mis dans un sac en plastique stérile. Les sacs ont ét¢é amenés au
laboratoire ou ils sont conservés a 4°C jusqu'a leur utilisation.

2. Isolement des microorganismes antagonistes

Dans notre étude, on s’est focalis¢ sur I’isolement des deux groupes microbiens
champignons et actinomycetes. L’isolement a été effectué¢ selon la méthode de suspension-
dilution. Dans des conditions d’aseptise, 1 g de sol a été prélevé de chaque échantillon et
transféré dans un tube contenant 9 mL d'eau physiologique stérile, puis agités sur un vortex
pendant 5 min pour obtenir une solution meére homogene. Une série de dilution est ensuite
préparée par des prélévements successifs de 1 mL jusqu’a produire la dilution 10°. Un
volume de 0,1 mL est utilis¢ dans un ensemencement en surface pour inoculer les milieux
PDA et ISP2 pour I’isolement des deux groupes microbiens mycetes et actinomycete,
respectivement. Les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 7 a 15 jours. Les différents
types de colonies microbiennes apparues sur les milieux ont ¢été sélectionnées et
réensemencées dans les mémes conditions précédentes jusqu’a leur purification (Rahman et
al., 2012).

3. Isolement des champignons phytopathogénes

Vu I'ampleur des dégats qu’il cause sur la culture de tomates, 1’agent responsable de
I’alternariose Alternaria a été choisi comme model dans I’étude de 1I’antagonisme.

Des tomates présentant les symptomes d’infection caractéristique de la maladie
d’alternariose ont été récupérées a partir de différentes régions (Ain Beida, Oum El Bouaghi,
et Constantine). Les tomates infectées portent des Iésions enfoncées brun foncé avec des

anneaux concentriques caractéristiques (Figure 18).
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Figure 18. Photo de tomates présentant des symptomes d’alternariose

Les fruits infectés ont été lavées a 1'eau du robinet pour enlever les débris, puis les parties
infectées sont coupées en petits morceaux, et sont trempés dans une solution de I'hypochlorite
de sodium (2%) pendant deux minutes et dans une solution d’alcool 70% pendant une minute
pour la stérilisation de surface. Ces parties ont ensuite été lavées trois fois avec I'eau distillée
stérile, séchées entre papier filtre stérile, puis placées sur des boites de Pétri contenant le
milieu PDA. Les boites ont ét¢ incubées a 30°C pendant 7 jours avec une observation
quotidienne. Apres les jours d’incubation, les isolats appartenant au genre d’Alternaria
confirmés par 1’observation macroscopique et microscopique sont repiqués sur le milieu PDA
pour avoir une culture pure (Hammami et al., 2013).

4. Criblage in vitro de I'activité antifongique

L'activit¢ antifongique des microorganismes isolés du sol contre les souches
phytopathogenes d’Alternaria a été déterminée par la technique de double culture, appelée
aussi la technique de confrontation directe. Un total de 30 isolats d’actinomyceéte et 68 isolats
de moisissure a été sélectionné pour des tests in vitro.

Un agent antagoniste et un agent pathogéne sont inoculés dans la méme boite de Pétri a la
méme distance du centre de la boite. Dans le cas des souches fongiques, des cylindres d’agar
de 5 mm de diamétre ont été prélevés des cultures agées de 7 jours est déposé sur la boite de
Pétri. Alors que pour les actinomycetes un ensemencement en trait a été effectué. De 1’autre
coOté, un cylindre d’agar de Smm de diametre de 1’agent phytopathogene agé de 7 jours a été
déposé du coté opposé du premier cylindre a une distance de 30 mm. Les boites ont ensuite
mis a I’incubation a 30°C pendant 7 jours. Des boites inoculées uniquement avec l'agent
pathogeéne ont ¢été utilis€ comme témoin. Chaque test biologique en double culture agent
antagoniste/pathogene a été mis en place en triple exemplaire (Pellan ef al., 2020 ; Gao et al.,

2020) (Figure 19).
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Le pourcentage d'inhibition de la croissance radiale (PIRG) a été calculé apres sept jours
de croissance en utilisant la formule de Skidmore et Dickinson (1976) :

PIRG= (R1 — R2) /R1x100.

- R1: diametre de phytopathogene en absence de 1’antagoniste.

- R2: diametre de phytopathogene en présence de I’antagoniste.

Y

Asent phyopatogéne | Agent anfagoniste

Figure 19. Schéma représentant la technique de la confrontation directe (Rahman et al.,
2009).

Les pourcentages d'inhibition de la croissance radiale étaient classés de faible a tres
¢levée activité antifongique selon les limites suivantes :

<30% : faible activité antifongique ; 30 - 50% : activité antifongique modérée ; 50 - 70%
: activité antifongique €levée ; >70% : activité antifongique tres élevée.

Les souches actinomycétales/fongiques présentant une activité antifongique élevée et tres
¢levés ont été sélectionnées pour les études ultérieures.
5. Caractérisation des isolats antagonistes sélectionnés

Les souches antagonistes qui ont montré une activité antifongique importante dans le test
de confrontation direct ont fait I’objet d’une caractérisation micro-macroscopique et
biochimique.
5.1. Caractérisation macroscopique

L'identification des genres fongiques et actinomycétales ont été réalisée par analyse des
caractéristiques macroscopiques liées a chaque souche : texture de la colonie, couleur,
production de pigment, taille, temps de croissance...etc. Toutes les caractéristiques ont été
enregistrées et évaluées pour étre potentiellement important pour la classification des lignées
microbiennes.

La caractérisation macroscopique des antagonistes est réalisée sur les milieux PDA et
Sabouraud pour les champignons et sur les milieux ISP2 (gélose a extrait de levure et extrait

de malt), ISP3 (gélose a l'avoine), ISP4 (Gélose a 1'amidon et au sel minéral), ISP5 (gélose a
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Base de l'asparagine et au glycérol), ISP7 (gélose a base de tyrosine) et Bennet pour les
Actinomyceétes (Annexe 1) (Saif ez al., 2021 ; Dahdah et al., 2021).
5.2. Caractérisation microscopique

L’identification microscopique des antagonistes fongiques sélectionnés ont été réalisées
en utilisant le bleu de coton de lactophénol. Une goutte de ce colorant a été placée sur une
lame de verre propre puis une partie du mycélium était transféré sur la lame a 1’aide de ruban
adhésif. La lamelle est ensuite examinée sous des grossissements faible et fort en utilisant une
lumicere tres réduite (Parmar et al., 2018).

Pour les antagonistes actinomycétales, une coloration de Gram a été tout d’abord réalisée.
L’observation microscopique des actinomycetes est aussi caractérisée par la technique de
culture sur lamelle. Cette technique consiste a insérer une lamelle stérile dans un milieu
gélosé, de telle sorte qu'elle forme un angle égal a 45° avec la surface de milieu de culture.
Une goutte de suspension sporale est déposée contre la lamelle en contact avec le milieu.
Apres 14 jours d’incubation a 30°C, la lamelle est retirée délicatement de la gélose, entrainant
avec elle des fragments des mycéliums de substrat et aérien. Elle est ensuite déposée sur une
lame propre contenant une goutte de rose de Fushine, puis examinée au microscope optique
(G x 100) (Rachedi et al., 2018).

5.3. Caractérisation de I’activité enzymatique

Pour évaluer la capacité des souches antagonistes potentielles a produire des enzymes
hydrolytiques, les isolats sélectionnés ont ét¢ examinés en utilisant différents milieux de

culture.

5.3.1. Activité protéolytique

Pour le criblage des protéases, les souches ont été cultivées sur un milieu de culture a
base de lait écrémé. Le milieu a été transféré de manicre aseptique dans des boites de Pétri et
inoculé soit avec un disque de gélose de 6 mm coupé d'une culture fongique agée de 5 jours
ou par une ligne droite pour les souches actinomycetales bien sporulé (7 jours) et incubé a
30°C pendant 3 a 5 jours. La zone claire présente autour de colonie indique une activité
protéolytique (Chandra et al, 2021). L'indice enzymatique relatif (diamétre de la
zone/diameétre de la colonie) a été calculé.
5.3.2. Activité cellulolytique

Pour identifier l'activité de production de cellulase, un milieu de base additionné de 1%
de carboxymeéthylcellulose (CMC) est utilisé. Apres 1’ensemencement par un disque de gélose

de 5 mm pour les champignons et une ligne droite pour les actinomycétes, les échantillons ont
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été incubés pendant 3 a 5 jours a 30°C (Carvalho et al., 2021). Apres I’incubation les boites
ont été inondées par la solution d’iodine (Annexe 1) pendant 2 & 3 minutes. Les zones claires
sont observées autour les colonies indiquent la production de cellulase (Kasana et al., 2008).
L'indice d'activité enzymatique était calculé par le rapport diameétre de zone claire diametre de
la colonie.
5.3.3. Activité amylasique

L’activité amylasique est déterminée par 1’utilisation d’un milieu gélosé a base d’amidon.
Les souches antagonistes sélectionnées sont ensemencées et incubées pendant 3 a 5 jours a
30°C. Les zones claires sont révélées par 1’addition de solution iodine, cette révélation
indique que la souche sélectionnée est capable de produire I’enzyme amylase. (Gunam et al.,
2021). L’indice amylolytique est calculé selon la formule : IA= diametre de zone claire/
diamétre de zone de colonie.
5.3.4. Activité péctinolytique

Pour l'activité péctinolytique, les souches antagonistes ont été cultivées sur un milieu
gélosé a base de pectine. Le milieu a été transféré dans des boites de Pétri et inoculé avec un
disque de gélose pour les moisissures et une ligne pour les actinomyceétes et incubé a 30°C
pendant 3 a 5 jours (Cherkupally et al., 2017). Apres I’incubation, les colonies présentant des
zones claires lors de 1'inondation avec une solution d’iodine ont été sélectionnées comme
productrices de pectinase (Roy et al., 2018). L'indice enzymatique relatif (diamétre de la
zone/diametre de la colonie) a été calculé.
5.3.5. Activité lipolytique et estérolytique

Pour cribler la production de lipase, un milieu de culture a base de gélose additionné de
1% de Tween 20 ou Tween 80 est préparé. Le Tween 80 est utilisé pour la détection des
lipases car il contient des esters d'acide oléique, tandis que le Tween 20 est utilisé pour les
estérases car il contient des esters d'acides gras a courte chaine (Ramnath et al., 2017). Les
souches sont ensemencées sur les boites de Pétri et incubé a 30°C pendant 3 a 5 jours.
L'activité lipolytique a été¢ déterminée par la formation d'une zone de précipité autour de la
colonie (Kanimozhi et Perinbam, 2015). L'indice enzymatique relatif (diamétre de la
zone/diametre de la colonie) a été calculé
5.3.6. Activité chitinolytique

Le milieu de détection de I’enzyme chitinase consistait en un milieu a base de la chitine
(Annexe 1). Des cultures agées des isolats sélectionnés ont été inoculés dans le milieu et

incubées a 30°C, puis observés pour la formation de zones colorées (Ghorri, 2015).
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5.3.7. Activité laccase

Le criblage de Dl’activité laccase a été effectu¢ en inoculant les souches sélectionnées
agées de 5 jours de culture sur des boites contenant un milieu gélosé additionné de 0.4% de 2-
6 dimethoxyphénol (DMP). Les boites sont incubées a 30°C pendant 7 jours avec une
observation quotidienne. Une coloration brune intense autour des colonies ou le changement
de milieu de culture vers le jaune ou marron clair est considéré comme un indice de la
production de laccase (Dullah ef al., 2021).
6. Criblage de I'activité antifongique des molécules bioactives secrétées par les

antagonistes fongiques et actinomycétales

L'inhibition de la croissance mycélienne d’Alternaria a été testée par la culture de filtrat
qui contient les métabolites sécrétés par I’antagoniste dans un milieu de culture liquide selon

le protocole décrit par Hao et al., (2020).

Un volume de 50 mL de bouillon dextrose de pomme de terre (PDB) stérilisé utilisé pour
la fermentation des antagonistes fongiques et 50 mL de bouillon ISP2 stérilisé et utilisé¢ pour
la fermentation des antagonistes actinomycétales ont été répartis dans des flacons Erlenmeyer
de 250 mL, chaque récipient est inoculé avec des disques de 5 mm de diamétre provenant du
bord des cultures des antagoniste vieilles de 5 a 7 jours. Chaque flacon a été inoculé en trois
exemplaires et 1'ensemble a été incubés 15 jours a 30°C dans des conditions statiques. Apres
15 jours, les bouillons des cultures ont été filtrés a travers le papier filtre Whatman No.1 et
stérilisés par filtration sur membrane millipore de 0,22 mm et conservé a 4°C pour une

utilisation ultérieure (Li et al., 2015).

Les filtrats de culture des antagonistes ont été dilués et mélangés aux milieux gélosés
PDA et ISP2 de maniére a avoir un traitement de différentes concentration (10%, 20 % et
40%). Les milieux additionnés de filtrat sont ensuite versés dans des boites de Pétri. Apres
solidification, les boites de Pétri ont été soigneusement inoculées avec des disques de 5 mm
de I'agent pathogene Alternaria sp., prélevé a partir d’une culture de quatre jours (Rahman et

al., 2020 ; Tlemsani et al., 2020).

Les boites ont ensuite été¢ incubées a 30°C. Trois répétitions ont été maintenues pour
chaque traitement. Des observations périodiques sur la croissance radiale du mycélium ont été
enregistrées apres 4 a 5 jours d’inoculation. Le pourcentage d'inhibition de la croissance

mycélienne du pathogene testé a été calculé par la formule suivante :
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[=(C-T) / C x100

Ou I est le pourcentage d'inhibition de la croissance du pathogeéne Alternaria, C est la
croissance radiale du pathogéne (mm) pour le contrdle, T est la croissance radiale de 1'agent
pathogéne (mm) dans le traitement (Rahman ez al., 2020 ; Tlemsani et al., 2020).

7. Analyse statistique

Une analyse de variance (ANOVA) des données a ¢été réalisée a l'aide du logiciel
statistique IBM SPSS (IBM SPSS Statistics version 26.0). Les tests d'honnétet¢ de Tukey
(Tukey's HSD) ont été effectués pour déterminer les différences significatives entre les
souches antagonistes en analysant la présence ou I’absence de différences entre les
concentrations de filtrat (10 %, 20 % et 40 %). La différence était significative avec une
valeur de p inférieure a 0,05 (P < 0,05).

Partie 2. Criblage in planta de I’activité antifongique des souches

antagonistes contre le phytopathogéne Alternaria sp.

Dans cet essai, des tomates mires et saines sont utilisées. Les surfaces des tomates ont été
stérilisées avec une solution d’hypochlorite de sodium (NaClO) a 1 % (p/v) pendant 2 min,
puis lavées a I'eau et naturellement séchées.

Une plaie uniforme (4 mm de profondeur x 4 mm de diamétre) a été créée a 1'équateur du
fruit de tomate a l'aide d'un bistouri stérile. Ensuite, 200 puL. de filtrat des souches les plus
actives (présentant des résultats importants dans les tests précédents) ont été pipetés dans
chaque plaie. Apres séchage a l'air pendant 2 heures, 15 pL de solution sporale des souches
phytopathogenes d’Alternaria (100 conidies/ml) a été insérée dans chaque plaie. Par la suite,
les fruits ont été placés sur du papier absorbant humide dans des pots en plastique pour
conserver un haut niveau d'humidité, et ceux-ci ont été incubé a 20°C. un volume de 15 pL de
solution sporale des souches phytopathogéne est inoculé seules dans la plaie utilisée comme
un control. Aussi un volume de 200 pL de filtrat des antagonistes est inoculé seul pour
confirmer que le filtrat utilisé ne contient pas de spores fongiques. L'expérience a été réalisée
en triple. Aprés incubation pendant 4 a 6 jours, le diametre de la Iésion a été mesurés.
L’efficacité de biocontrdle (%) a été calculée a l'aide de la formule :

(A1 - A2) /A1 x 100, ou Al et A2 représentent les zones altérées dans le groupe de

traitement et le groupe témoin, respectivement (Sarven et al., 2020 ; Li et al., 2021).
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Partie 3 : Criblage in silico de ’activité antifongique

Dans cette partie d’étude, un criblage in silico de I’activité antifongique des métabolites
fongiques et actinomycétales a été réalisé sur la base de la recherche bibliographie. Dans ce
contexte, plusieurs cibles enzymatiques impliquées dans la virulence de 1’espece
phytopathogenes Alternaria sp. ont été choisies. L’identification des métabolites secondaires
fongiques et actinomycétales qui ont un potentiel inhibiteur contre les cibles enzymatiques
s¢lectionnées a ¢été basé sur un ensemble d’approches computationnelles incluant la
modélisation moléculaire, le docking moléculaire, la simulation moléculaire dynamique, ainsi

que I’analyse des propriétés pharmacocinétiques.
1. Prédiction des structures 3D des enzymes cibles par la modélisation homologue

Dans cette partie, nous avons réalisé¢ une prédiction des structures trois dimensionnelles
d’un ensemble de neuf enzymes impliquées dans le processus de virulence de I’espéce
Alternaria sp. Ces enzymes ont ¢été choisies comme cibles potentielles pour les métabolites
secondaires d’origine fongique et actinomycétale. Comme les structures cristallisées de ces
enzymes ne sont pas disponibles au niveau de la base de données des proté¢ines PDB, il est
donc crucial de prédire leurs structures computationnellement, pour cela la méthode de la
modélisation homologue a été adopté. Les enzymes choisies comme cibles potentielles des

molécules microbiennes biofongicides sont :

- 4HNR (1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene réductase)
- 3HNR (1,3,8-trihydroxynaphthalene réductase)

- Cystathionine béta lyase

- Homoserine O-acétyltransférase

- Glutathione réductase

- Pecate lyase

- Scytalone dehydratase

- Thioredoxin peroxidase

- Thioredoxin réductase

1.1.  Préparation des séquences cibles

Les séquences protéiques des 9 enzymes cibles ont tout d’abord été téléchargées partir de

la base de données NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), en spécifiant le nom de 1’enzyme
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et du genre Alternaria comme mots clés pour notre recherche, et en ciblant la base de données
« Protein ».

Les séquences sont ensuite récupérées sous format Fasta :

>QTH29421.1 cystathionine beta-lyase [Alternaria alternatal]

MAGESSKKANAAGKAATIPLDIDGHNLPPSPAPSSPRNGRKYAIMTELVYTESTDQYNASSVPYQSATFKQESATG
GGGEYDYTRSGNPTRTHLERHLAKIMNANRALVVSSGMGALDVITRLLRPGDEVVTGDDLYGGTNRLLKYLSTHG
GIIVHHVDTTNPEKVREVVNNKTAMVLLETPTNPLIKICDIPATASTAHAANPTAVVAVDNTMMSPMLLNPLDLG
SDIVYESGTKYLSGHHDLMAGVIAINDSALGDRLEFFTINASGCGLSPFDSWLLLRGIKTLGVRMEKQQANAMRVA
TFLESHGFKVRYPGLKSHPQYDLHWSMARGAGAVLSFETGDVTISERIVESARLWGISVSFGCVNSLISMPCRMS
HASIDEKTRKERNMPEDITRLCVGIEDPEDLLDDLSRALVQAGAVNITTEGFQALAAEAPASSQPTEAVPAPAES

>0WY41743.1 homoserine O-acetyltransferase [Alternaria alternatal
MDSQGLGAETANGSKKYRTVSSQPENPFANLIPDQTFAVIPOQVTLESGVVLONVSVAYKTYGTLAPSGDNAMVIC
HALTGSADVGDWWGPLLGGPGKAFDISRFFVVCMNSLGSPYGSASPVTAKDGDASLGPYGPEFPLTTVRDDVNVE
KLILDDLGVKQIAAVIGGSMGGMLVLEFAYFGKDYVRTIIPIATSARYSAWGISWGEAQRQSIYSDPKYDDGYYS
YEDPPSTGLGAARMSALLTYRSRDSFESREGRNTPDLSKKQSINTVPRPTTPSNPSHEHWAIHNHGHKNAGSPRL
MSRSNSSTAIPGSAAAQADLEFHDASGPGTPNLOQRTSSTSSNGAFPRSSKPLAPHYFSAQSYLRYQADKEFIKRED
ANCYIAITRKLDTHDVSRYRYPEGETPDTLDPVSALHHALSLIEQPTLVLGIQSDGLFTFAEQKELAACIPKATL
KTIDSPDGHDAFLLEFEQVNKHLLGFLNTELPEIMNRTPNVETVKSDTGMTATKTSTEFGEAEVEDITAW

>0WY52444.1 glutathione reductase [Alternaria alternata]
MSSQTKECDYLVIGIGSGGIASGRRAAKHGAKVIAIESSRYGGTCVNVGCVPKKVTWNAAATAETFKDAKAYGEFK
VGGVPDFDWPYFKKKRDDYVKRLNGIYENNLNKDEIEHLRGRAKEFVAKDEVEVALHDGGSQRIKAKHILIATGGR
PKLPDIPGKELCISSDGFFDLEKQPKSIATSGAGYIGVEMTGMLHALGSKTHFFIRGDKLLRTFDPMIQDTVTQE
YERQGINLYKGTQITKVEDIGNGMKRVTYONNETKNESTVEVEEVLFATGRDPEIEDLKIKDEFGIKLNDKNHIVT
DEYONTSIPNIYAIGDVCDRGFELTPVATIAAGRRLSDRLENNQPKAHLEYENIPSVVFAHPEIGSIGLTEPEARE
KYGDKIKIYKTEFKAMYFAMMDPEEKQPTAYKIICAGENEKVVGLHILGOGSSEILQGFGVAIKMGATKKDEDSC
VAIHPVSAEELVTMT

>AKC92823.1 pecate lyase PL4813 [Alternaria brassicicola]
MOFTPLTLAALIASLASGQTLNIPARVGNVQLATNTRITANRDFGMAEFDSGITCNQEANGDPVFILEDGVTISN
LITGPNQIDGIHCRGRCTLRNVWEFRNVCEDAVTALGPGDVLIEGGGATGANDKVIQHNGRGRVTIRNYTVTNSGK
LYRSCGNCSNNQANSPRSVVVENVRASGMTSDLVAMNPNEGDTATITRSCGSNSRVVCQPYTGVERGQGDGPKMD
NKDGCLGAQGLLNRLPAC

>0WY43674.1 scytalone dehydratase [Alternaria alternata]
MFEKNELKPTFEDVMGCQSACYEWADSYDSKDWDRLRKCIAPTLRIDYRSFLDKIWEAMPADEFVAMASDPAVLG
NPLLKTQHFIGGTRWEKTSEDEIIGYHQLRVPHQRYTDETRTKVAVKGHAHSENMHWYKKIDGEWKFAGLNPDIR
WEEYDFDKVFAEGREQLGEAKAAAGIPEKLTGQAL
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>AWO014275.1 thioredoxin peroxidase 1 [Alternaria alternata]

MAFPAYTPKARVOKPAPHFSGTAVVDGTFEDLSLTAYTSTKOWLVLGEFVPMAWTEVCPTEITAFSERASDFAARG
ASVVEFSSTDSEYSLLAWTNASKKDGGLGKINIPLLSDKNHSIAKDYGVLIEEEGIALRGLFLIDPNGIVRQITIN
DLPVGRSVDETLRLIDAFQFTDKYGEVCPANWNPGDETIKATPAGNKEYLDKLHADTKMSDVATKTNGTTSSAH

>0WY50165.1 thioredoxin reductase [Alternaria alternata]
MHSKLVIIGSGPAGHTAATIYAARADLNPVMYEGFMALGIAAGGQLTTTDEVENFPGFTKIGGGKLMEQMREQSEA
CGTEIISQTVAKVDLKARPFKYWLHPMGDEEEIEEEEHTADALT TATGAKARRLDLKGEDKYWGNGVSACAVCDG
SLPMFREQPLVVIGGGDSAVEEALYLTKKASKVTVLVRRDOQLRASRTNARRLTTHPKIEILYNTSASEIKGEEKK
NGLMTQLVVKNNVTKEEQTLEAKGLFYAVGHDPATELFKGQLDMDEDGYLITKPGEGLTSVEGVFAAGDVQDKRY
ROAITSAGSGCIAALEAEKWLAEQDDSVGNELETENQAEKSQTNGVVPEYRSNPLL

>AXB87952.1 1,3,8-trihydroxynaphthalene reductase, partial [Alternaria
alternatal
LAGKVAVVTGSGRGIGKAMAIELAKRGAKVAVNYANAVEGAEQVVKEIKALGNGSDAAAFKANVGNVEESEKLMD
DVVAHFGKLDICCSNSGVVSFGHFKDVTPEEFDRVEFTINTRGOQFFVAKAAYKRMEMGGRITILMGSITGQAKGVPK
HAVYSGSKGAIETFTRCMATI

>KAG9185037.1 tetrahydroxynaphthalene reductase [Alternaria panax]
MSVVPSSSLEGKVAVVTGSSRGIGAATALELAQRGAKVAVNYLNSVSDAEQVVERIKDLGNGSDAALFQANVDNI
EETGKLMDNVVAHFGRLDICCSNAGIHSSGHESDVTAEDFDRTFTTNTRAQFFVAQEAYKRMEVGGRITIFTSSIT
AQAKSIPKHAVYAGSKGAIESIARCMAVDAGDKKVTVNCVAPGGVRTDMEFYAGRDKVVPDDEKDNVDAYISRLSP
HHRIGETSDVSRVVAFLASQDGEWVNGKVIGIDGGANM

1.2. Identification et sélection des séquences protéiques templates

Les structures 3D des protéines cibles ne sont pas disponibles dans la base de données
Protein Data Bank (PDB). Dans 1’objectif de trouver des structures templates adéquats pour la
mod¢lisation homologue de chaque protéine cible, une recherche a été effectué au moyen de

l'algorithme BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) contre la base de données PDB. Dans la

sélection des protéines template un ensemble de critéres a été pris en considération, a savoir
un pourcentage d'identité élevé, une faible E-value, et une bonne couverture de la requéte. Les
meilleurs résultats ont été utilisés comme templates, ou ils sont chargés et enregistrés sous

format PDB pour étre utilis€s comme séquences templates.
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1.3. Modélisation des protéines cibles

Pour la génération des structures 3D mod¢les des 9 cibles enzymatiques de Alternaria sp.,
les séquences protéiques templates répondant aux critéres de sélection précédemment cités ont
été utilisées comme séquences d'interrogation pour le logiciel Modeller 10.1 (John et Sali,
2003). Les modeles ont été choisis sur la base du score DOPE (Discrete Optimized Protein

Energy) (Shen et Sali, 2006).
1.4. Evaluation des modéles

Les mode¢les prédits ont été minimisés en €nergie a I'aide de ModRefiner (Xu et Zhang,
2011). Pymol a été utilisé pour aligner les structures 3D des modeles prédits et des meilleurs
templates, et 1'écart quadratique moyen (RMSD) a été calculé par le méme programme. La
qualité¢ stéréochimique des modeles prédits a ¢été évaluée a l'aide des programmes
PROCHECK (Laskowski et al, 1993), VERIFY3D (Eisenberg et al, 1997) et ERRAT
(Colovos et Yeates, 1993) du serveur Web SAVES (https://saves.mbi.ucla.edu/). Le
programme PROSA (Wiederstein et Sippl, 2007) et QMEAN.40 du SwissModel (Benkert
et al., 2011) ont été utilisés pour calculer le Z-score et le QMEAN des modéles.

2. Prédiction des sites actives des protéines modeles

Apres la construction et la validation des mod¢les finaux, le serveur CASTp (Atlas

informatis¢ de la topographie de surface de protéines) (http://sts.bioe.uic.edu/castp)
(Binkowski et al., 2003) a été utilisé pour la localisation géométrique des sites actifs des
protéines prédites. D’un autre coté, les résidus catalytiques potentiels des sites actifs des
récepteurs prédits ont été recherchés sur la base de la comparaison structurale des modeles et
des templates en procédant a un alignement des séquences cibles et de leurs structures
prédites avec les séquences et les structures cristallisées de leurs templates respectifs par le
programme Pymol. Ces alignements permettent d’identifier les résidus clés correspondants

dans les protéines modélisées.

3. Etudes des interactions par Docking moléculaire

3.1. Préparation des récepteurs cibles

Les structures 3D des modeles cibles ont été préparées pour le docking moléculaire par
une étape d’optimisation préalable a 1'aide du package UCSF Chimera 1.13. Les atomes

d’hydrogénes ont été rajoutés et 1'énergie globale des structures protéiques a été minimisée
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par le champ de force AMBER {f14SB. Les structures 3D des protéines ont ensuite été

enregistrées sous format mol2 préts pour 1'amarrage.

3.2.  Préparation des ligands

113 métabolites secondaires d'origine actinomycete et 100 d’origine fongique ont été
obtenus a partir de diverses sources de la littérature (Annexe 2). Les SMILES canoniques de
ces molécules ont ét¢ extraites de la base de données PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). En plus de ces molécules, les fongicides chimiques
conventionnels connus pour avoir des effets inhibiteurs sur les activités des enzymes cibles,
ainsi que les ligands co-cristallisés avec la meilleurs templates ont été pris comme molécules
de référence. Aprés la construction des structures 3D de tous les ligands par 'outil UCSF
Chimera, l'attribution des charges Gasteiger, suivie de la protonation et de la minimisation de
I'énergie a été effectuée pour chaque ligand. Finalement, les molécules ont ét¢ sauvegardées
sous format mol2.

3.3. Docking moléculaire

La procédure d'amarrage moléculaire a ¢té réalisée par le programme Autodock Vina
connu pour sa précision et sa rapidité (Trott et Olson, 2010). Pour la validation du processus
d'amarrage, les structures des ligands co-cristallisés avec les templates (si présents) ont été
extraites de la base de données PubChem et utilisée dans une étape d'amarrage préliminaire au
niveau du site géométrique du modele correspondant a la localisation du site actif (ou se
trouve le ligand co-cristallisé) et cela apres la superposition des deux structures modele et
template. Les dimensions de la boite de grille générées pour chaque enzyme sont résumées
dans le tableau 5. La valeur RMSD (Root-Mean-Square Deviation) entre les deux ligands co-
cristallisé et amarré est alors calculée pour estimer le degré de précision du processus de
docking moléculaire utilisé dans cette étude. L'énergie de liaison obtenue a partir des ligands
co-cristallisés a été prise comme référence, ou seuls les composés avec des scores inférieurs a
cette référence ont été considérés comme des inhibiteurs potentiels contre 1'activité biologique

des enzymes cibles.
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Tableau 5. Dimensions de la boite de grille du site actif des enzymes cibles modélisées.

Enzyme cible

Centre (A)

Taille (A)

Cystathionine B-lyase

X=31,8, Y=78, Z=21,7

'=15,3,Y’=15,2, 2’=21,7

Glutathione reductase

X=9,6, Y=27,7Z=-13,5

X’=13,5,Y’=19, 2’=15,6

Pecate lyase

X=8,7, Y=1,6, Z=34,9

X’=16, Y’=12,6,2’=11,9

Homoserine O-acétyltransférase

X=101,5, Y=3,40, Z=40,2

X’=15,9,Y’=12,4,2°’=16,9

Scytalone dehydratase

X=29,2,Y=36,7, Z=22,7

=10, Y’=11,5, 2°=10

Thioredoxin peroxidase

X=67,8, Y=15,5, Z=13

X’=11,9, Y’=13,5, 2’=11,1

thioredoxin réductase

X=-70,2, Y=18,1, Z=-45,1

X’=20,8, Y’=20, Z’=18,8

3HNR (1,3,8-trihydroxynaphthalene
reductase)

X=85,3, Y=15,3, Z=16,3

X’=14,1, Y =12,6, 2°=T7,8

4HNR (1,3,6,8-

tetrahydroxynaphthalene reductase)

X=84,16, Y=16,6, Z=12,4

X’=17,8, Y =18,5, 2°=20,3

Avant d’amarrer les ligands choisis, il faut valider le processus de docking moléculaire

avec une molécule de référence si trouvée qui a été chois sur la base de la littérature

(Tableau6).

Tableau 6. Les ligands de références utilisés pour les enzymes cibles modélisées

Enzyme cible Molécule de référence Références

bibliographiques

Cystathionine pB-lyase Pyrimethanil, Cyprodinil, | (Waechter et al., 2010)

mepanipyrim

Glutathione reductase Carbendazim (Singh et Kaur, 1996)

Pecate lyase - -

Homoserine O-acétyltransférase Cyprodinil (Kuplinska et Rzad, 2021)

Scytalone dehydratase Carpropamid (Nakasako et al., 1998)

Thioredoxin peroxidase

Thioredoxin réductase

3HNR (1,3,8-trihydroxynaphthalene
reductase)

Pyroquillon, Tricyclazole,
4-nitro - inden-1- one,
Phthalide

(Liao et al,
Brunskole et al., 2011)

4HNR (1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene
reductase)

Pyroquillon, Tricyclazole

(Thompson et al., 2000)

34.

Visualisation des interactions moléculaires

Les interactions moléculaires entre les complexes protéine-ligand, comprenant les

liaisons hydrogene, liaisons hydrophobiques, liaisons électrostatiques et liaisons Van Der

Waals ont été analysés et visualisés a l'aide du programme Discovery Studio 4.0 (Biovia,

2017).
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4. Etude des propriétés ADMET et ressemblance médicamenteuse (Drug Likeness)
L'analyse de l'activité¢ de ressemblance médicamenteuse a été réalisée pour étudier les
propriétés médicamenteuses des molécules sélectionnées, pour cette raison, le programme
open source SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) a été utilisé pour évaluer
l'importance pharmacologique des molécules sélectionnées sur la base de différentes regles de
ressemblance médicamenteuse, a savoir la régle de Lipinski, la régle de Veber, et le filtre de
Ghose. L'étude pharmacocinétique a également ét¢ établie pour caractériser 1'absorption, la
distribution, le métabolisme, 1'excrétion et la toxicit¢ (ADMET) des ligands sélectionnés.
Cette ¢tude comprenait différents facteurs, a savoir la pénétration de la barriere hémato-
encéphalique (BBB), liaison aux protéines plasmatiques (PPB), absorption intestinale
humaine (HIA), transport de la glycoprotéine P (Pgp), perméabilit¢ des cellules Caco-2. Le
métabolisme est prédit sur la base des modéles cytochromiques CYP pour le substrat ou
l'inhibiteur (CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 et CYP3A4).
L'excrétion est prédite sur la base du modele de clairance totale (CI). La toxicité des
médicaments est prédite sur la base de la toxicit¢ AMES (test de mutagénicité), inhibition
hERG (de [Il'anglais:human Ether-a-go-go-Related Gene), hépatotoxicité, dangers
respiratoires, corrosion oculaire, perturbateurs endocriniens et sensibilisation cutanée. Ces
parameétres ont été calculés et vérifiés pour la conformité avec leur plage standard (Han et al.,
2019). Les propriétés ADMET des ligands ont été analysées a l'aide des serveurs ADMETSar
(http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/) et ADMETLab (https://admetmesh.scbdd.com/).

S. Simulation de la dynamique moléculaire

Dans cette analyse, seuls les métabolites secondaires d’origine actinomycetale actifs
contre la cible enzymatique 3HNR ont fait 1’objet d’une simulation de leur dynamique
moléculaire (SDM). La SDM a été réalisée pour les complexes protéine-ligand donnant les
meilleurs résultats dans le docking moléculaire et I'analyse ADMET selon le diagramme

suivant (Figure 20) :
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Entrée initiale (Input)

Minimisation de
l'energie des complexes

Chauffage a 300K
(=26,85°C)

Equilibration

Production

Figure 20. Stratégie de la simulation de la dynamique moléculaire
S5.1.Initialisation : fichiers structure/topologie/champ de force

Trois fichiers d'entrée sont nécessaires pour lancer les simulations. Il s'agit du fichier de
topologie input.psf, du fichier de coordonnées input.pdb et du fichier de champ de force
par_all22 prot.inp (partie du champ de force CHARMM36). Le fichier de topologie contient
toutes les informations sur la structure et la connectivité des atomes dans le systéme

récepteur-ligand ainsi que quelques paramétres du champ de force.
5.2.Minimisation de I'énergie

La premiére « vraie » étape dans la préparation du systéme pour les SDM implique la
minimisation de 1'énergie. Le but de cette étape n'est pas de trouver un véritable minimum
d'énergie globale, mais d'ajuster la structure au champ de force, a la distribution particuliere
des molécules de solvant, et de relacher les éventuels conflits stériques créés en devinant les

coordonnées des atomes lors de la génération du fichier psf.
5.3. Chauffage du systéme de la simulation

Au cours de cette étape, la température du systéme est augmentée linéairement de 0K a
300K. A chaque étape d'intégration, les vitesses sont réaffectées a partir d'une nouvelle

distribution de Maxwell et la température est incrémentée de 0,001 K. ce qui influence
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I'énergie potentielle (Ep) du systéme récepteur-ligand. Notez que la température instantanée

T(t) et I'énergie Ep fluctuent en raison de la taille du systéme.
5.4. Equilibrage 4 température constante

L'étape d'équilibrage est utilisée pour équilibrer les énergies cinétiques et potentielles,
c'est-a-dire pour répartir 1'énergie cinétique dans le systéeme pendant le chauffage. Cela
implique généralement que I'énergie potentielle "reste en retard" et doit étre équilibrée avec
I'énergie cinétique. En d'autres termes, l'énergie cinétique doit étre transférée a I'énergie

potentielle.
5.5.Phase de production de la trajectoire MD

Cette étape de la trajectoire MD est utilisée pour échantillonner les caractéristiques

structurelles et la dynamique du systéme étudié a 300K.

Dans notre cas, le logiciel NAMD 2.14 a été utilisé pour suivre la dynamique moléculaire
de nos systémes récepteurs-ligands d’intérét. Les fichiers de topologie des ligands et des
protéines ont été générés a l'aide du serveur Charmmgui (Jo et al., 2008). Le champ de force
CHARMM36 (Vanommeslaeghe et al, 2009) a été appliqué. Tout d'abord, une boite de
solvatation de l'eau a ¢été construite en utilisant le modele de 1'eau TIP3P, puis le systéme
solvaté a été neutralisé par addition d'ions Na'/ CI". Une minimisation d'énergie a été réalisée,
suivie d'une étape d'équilibrage a un pas de temps de 2 fs pendant 10 ns en utilisant un volume
et température constants (NVT) a 300 K. La production a finalement été exécutée pendant 50
ns (25 000 000 pas) avec un pas de temps de 2fs. La stabilité des complexes protéine-ligand a
¢t¢ étudiée en analysant les trajectoires de 1'écart quadratique moyen (RMSD), de la
fluctuation quadratique moyenne (RMSF), du rayon de giration (Rg), des liaisons hydrogéne
et de la surface accessible au solvant (SASA) avec l’outil de la visualisation VMD en

chargeant le fichier topologique .psf et la trajectoire de la simulation .dcd
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Résultats et discussion

Les brillures alteriennes, en particulier la tache brune et noire causées par le genre
phytopathogeéne « Alternaria », provoquent des dommages importants aux plantes dans le
monde entier. Elles donnent des symptomes non seulement sur les fruits mais aussi sur les
feuilles et les rameaux (Achetbi ef al., 2021). La tomate est parmi les principales plantes
touchées par ce fléaux phytopathogeéne et dont le poids économique et industriel est bien

pesant en Algérie.

Maintenant, le contrdle d’Alternaria dépend principalement des fongicides chimiques.
Cependant, la résistance aux fongicides et les effets environnementaux néfastes augmentent
les préoccupations et sont devenus des facteurs limitants dans I'utilisation des fongicides dans
la production de tomates. Par conséquence, la lutte biologique a regu une attention croissante
dans le développement de l'agriculture durable en raison de ses avantages, notamment une
efficacité significative, une biodégradabilité¢ et un effet durable sur les maladies post-récolte

(Carrascal-Hernandez et al., 2022).

Un agent de lutte biologique doit essentiellement exercer des niveaux suffisants d'activité
antagoniste contre une grande variété de pathogenes. Il existe de nombreux cas ou l'objectif
d'un controle durable des maladies contre les pathogenes fongiques est obtenue par un large
¢ventail de microorganismes (Jung et al, 2018). Le biocontrole des maladies par
antagonisme directe contre des agents pathogenes repose principalement sur ces mécanismes :
le parasitisme, I’excrétion de composés antimicrobiens, y compris les enzymes dégradant la
paroi cellulaire, tels que les chitinases, protéases et glucanases ou de métabolites
antimicrobiens volatils ou non volatils. Autre mécanisme implique la sécrétion d'enzymes qui
interférent avec des facteurs de pathogénicité, tels que les pectinases et les cellulases,
réduisant ainsi la virulence des pathogenes. Enfin, la compétition pour les nutriments ou
l'espace sur la plante, conduisant a une pression d'infection réduite de l'agent pathogéne

(Raymaekers et al., 2020).

Partie 1. Criblage in vitro de Dactivit¢é antifongique contre le

phytopathogéne Alternaria sp.

Dans cette partie de notre étude, nous avons procédé a un criblage de I’activité
antagoniste des agents de la lutte biologique contre le pathogene cible Alternaria sp. ce qui est
considéré comme une étape critique dans la démarche du procédé du biocontrdle. Les isolats

sont sélectionnés par un criblage primaire de confrontation directe in vitro, ils sont ensuite
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soumis a des essais biologiques d'efficacité dans des environnements controlés a petite échelle
sur l'agent pathogeéne afin d'établir la capacité de performance de 1’agent biologique sur le
terrain. Une corrélation entre les tests de biocontrdle in vitro et les tests de performances in

planta détermine I’efficacité du biocontrole.

1. Isolement des microorganismes antagonistes

Dans notre étude nous nous sommes focalisés sur deux taxa microbiens, a savoir les
actinomycetes et les champignons. Notre choix n’est pas arbitraire, mais basé sur la grande
capacité¢ de ces deux microorganismes a s’engager dans des interactions bénéfiques avec les
plantes, stimulant la croissance des plantes et la résistance aux maladies. Les membres de ces
deux taxa microbiens sont particulicrement intéressants en raison de leur potentiel
métabolique polyvalent et leur capacité¢ a inhiber la croissance d'un large éventail de
phytopathogenes. En plus, ils constituent des colonisateurs fréquents des rhizospheres et des

tissus végétaux (Thambugala et al., 2020 ; Ebrahimi-Zarandi et al., 2022).

Les champignons et les actinobactéries sont les microbes les plus dominants du sol. Ils
sont importants pour le cycle du carbone, de l'azote, du phosphore, du potassium et de
plusieurs autres éléments du sol. En tant que saprophytes, ils produisent une gamme
d'enzymes hydrolytiques extracellulaires qui peuvent dégrader les polyméres animaux et
végétaux, notamment la lignine, la cellulose, la chitine et d'autres composés organiques. Ces
microorganismes jouent un role central dans les interactions biotiques et abiotiques dans le
sol, participant a la décomposition de la matiére organique et au recyclage des nutriments
pour les rendre disponibles aux plantes, et ils sont également impliqués dans la fertilité du sol

(Zhang et al., 2019 ; Rosas-Medina et al., 2020).

L’isolement des microorganismes (champignons et actinomycetes) a été effectué a partir
de 3 régions de sols agricoles (Ain Beida, Oum El Bouaghi et Ain Fakroun). Pendant une
période de 15 a 21 jours d’incubation a 30°C, les microorganismes ¢€tudiés apparaissent
lentement. Ils ont été repérés d’aprés leurs aspects macroscopiques et microscopiques
caractéristiques et purifiés afin d’obtenir des cultures pures. Un total de 68 souches de
champignons et 30 souches d’actinomycetes ont €té isolées. Les résultats d’isolement sont

représentés dans la figure 21.
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30

= Champignon

B Actinomycete

Ain Beida Oum El Bouaghi Ain Fakroun

Figure 21. Histogramme représentant le nombre d’isolats de champignons et d’actinomycetes
selon le type de sol.

Les résultats montrent que les isolats de champignons sont plus abondants par rapport aux
actinomycetes dans les trois types de sols. Un résultat similaire est rapporté par Panaiyadiyan
et Chellaia (2011) qui montrent que les sols agricoles sont des réservoirs trés riches en
moisissures. D’un autre c6té, une fluctuation du nombre des deux groupes microbiens est
observée entre les 3 sols agricoles. En effet, les interactions entre les especes végétales, le sol
et les communautés microbiennes ont été rapportées dans la littérature (Marschner et al.,
2001). Le type de sol a été considéré comme un facteur déterminant dans la composition des
populations microbiennes dans les sols cultivables (Damastri et al., 1999 ; Girvan et al.,
2003). Cependant, d'autres auteurs (Pinto et Nahas, 2002 ; Sanomiya et Nahas, 2003) ont
montré que dans un méme type de sol différentes especes végétales influencent la répartition

des populations microbiennes.

D’un autre coté, les engrais chimiques ou le fumier augmentaient le nombre
d'actinomycetes et de champignons totaux et sporulés dans le sol (Kanazawa et al., 1988).
Belay et al. (2002) ont également rapporté un effet direct du NPK sur le nombre
d'actinomyceétes et de champignons dans un sol cultivé en mais. Par conséquent, les résultats
de cette ¢tude suggerent que la variation de la population microbienne dans les sols étudiés
pourrait étre attribuée a I'effet du type de sol, type de la végétation et la fertilisation chimique

utilisée.
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2. Isolement des champignons phytopathogénes
L’isolement de I’agent phytopathogene « Alternaria » a été réalisée a partir de différents

frits de tomates infectées en provenance d’Ain Beida, Oum El Bouaghi et Constantine.

En se basant sur les caractéristiques macro-microscopiques principales d’Alternaria, trois
isolats ont été sélectionnés, purifiés et notés par les abréviations Tom1, Tom2 et Tom3. Les
isolats obtenus ont été identifiés selon les méthodes d'identifications morphologiques
(macroscopiques et microscopiques). Apres sept jours d'incubation, des colonies
filamenteuses foncées ont été récupérées. Ces colonies avaient initialement des surfaces a un
aspect duveteux laineux de couleur blanc grisatre, et elles sont ensuite devenues noir verdatre
avec une bordure plus claire régulier (pour Tom 2 et Tom 3) et irrégulier (Tome 1). Dans
certaines régions, les colonies étaient recouvertes d'hyphes aériens courts et grisatres (Tom 3).

Le revers était brun foncé ou presque noir (Figures 22, 23, et 24).

Les frottis colorés au bleu de coton au lactophénol ont montré des hyphes cloisonnés et
foncés, ainsi que des conidiophores et une morphologie conidienne typique du genre
Alternaria (Figures 22, 23, et 24). Les conidiophores étaient pour la plupart non ramifiés,
cloisonnés et de longueur variable. Les conidies étaient grandes, transversales et
longitudinales ou cloisonnées obliquement et étaient formées individuellement, avec des
cicatrices simples a leurs extrémités ou en chaines non ramifiées de dix ou plus (Figures 22,
23, et 24). Les résultats sont en accord avec Pusz, (2009) qui trouve que les colonies
d'Alternaria isolé d'Amaranthus variaient du gris clair au gris foncé. De la méme manicre, Rai
et Kumari, (2009) ont observé des colonies cotonneuses, compacts de couleur gris clair a gris
foncé chez Alternaria infectant la pervenche. Les découvertes de Hubballi et al., (2011) et
Sofi et al., (2013) ont montré une variation de la pigmentation de ce genre produisant des
isolats noirs, noir brunatre, noir verdatre, brun et jaune. En effet, le principal caractére
morphologique pour identifier ce genre est la forme de conidie qui s’apparait sous forme
ovale ou cellipsoidal (Garganese et al, 2016). Alternaria se caractérise comme un
hyphomycéte démati¢ dont les conidies colorées a septa transversaux et longitudinaux, se
développent sur un site trés restreint du sommet des conidiophores distinctifs (Woudenberg,

2015).
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Figure 24. Aspect macroscopique et microscopique de la souche Tom 3 d’Alternaria sp.

Abdel Mallek et al., (1995) ont rapporté¢ qu'dlternaria était 1'un des plus courants de
champignon isol¢ de la tomate malade, ou les isolats d'Alternaria étaient les especes
fongiques les plus isolées a partir de fruits pourris et a donné la fréquence d'occurrence la plus

¢levée (40-70%) ce qui est conforme a notre présent résultat.

Au sein du genre Alternaria, la taxonomie est assez complexe et la différenciation des
especes est généralement basée sur une combinaison d'observations morphologiques et
moléculaires (Bessadat et al., 2014). Cependant, en particulier au sein de 1’espece 1'Alternaria
sp. une grande variation dans les aspects morphologiques a ¢ét¢ observée en fonction
principalement des conditions de croissance et méme avec des méthodes moléculaires,

l'identification des espéces reste difficile (Siciliano et al., 2017).
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D’un autre co6té, la plus forte croissance du champignon a été observée 7 jours apres
l'incubation avec une augmentation de croissance sur le milieu PDA. Koley et Mahapatra
(2015) ont signalé qu’une croissance maximale d’Alternaria infectant la pomme de terre et la
tomate est observée apres le 7€éme jour d'inoculation sur le PDA, ce qui est confirmé par les

présents résultats.

Le milieu PDA a permet une bonne croissance d’Alternaria, Le milieu PDA a une
formulation simple et une teneur en nutriments élevée, ce qui favorise la meilleure croissance
mycélienne du champignon. Les mémes résultats ont ét¢ obtenus par Somappa et al., (2013)
et Koley et Mahapatra (2015) qui ont rapporté que le PDA était le meilleur milieu permettant

une bonne croissance d’Alternaria infectant la tomate.

3. Criblage in vitro de I'activité antifongique

La méthode de confrontation directe sur milieu PDA a été utilisée pour tester I’activité
inhibitrice des antagonistes fongique et actinomycétales contre les trois phytopathogénes
fongiques d’Alternaria. Cette méthode est la technique in vitro la plus largement utilisée et la
plus simple pour déterminer l'activit¢ des agents de lutte biologique contre les agents
pathogenes (Thambugala et al., 2020).

Parmi les souches fongiques et actinomycétales isolées seules 10 souches ont montré une
bonne activité antagoniste contre les souches d’Alternaria; dont un antagoniste
actinomycétale et neuf antagonistes fongiques. Ces antagonistes sélectionnés ont montré des
zones d’inhibition importantes dans le test de confrontation directe. Le reste des isolats
n’étaient pas prise en compte car leur effet inhibiteur était faible par rapport aux croissances
des souches phytopathogenes (Figure 26). Les zones d’inhibition des souches sélectionnées
sont mesurées, comparées avec le témoin ainsi le pourcentage d'inhibition de la croissance

radiale (PIRG) a été calculé (Figure 25, Tableau 7).
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Tom1 (témoin)

Fun3-Tom3

Actl1-Tom2
Figure 25. Résultat de la confrontation directe des 10 meilleures souches
(Tom : champignon phytopathogene (croissance témoin), Fun : antagoniste fongique,
Act : Antagoniste actinomycetale).
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Fun5-Tom?2 Funl6-Toml Fun23-Tom3

Funl5-Tom3 Act28-Tom2

Figure 26. Quelques résultats de la confrontation directe montrant des effets antagonistes
faibles (Fun : antagoniste fongique, Act : Antagoniste actinomycetale).
Tableau 7. Résultat de pourcentage d'inhibition de la croissance radiale (PIRG) des 10

meilleures souches

PIRG Toml (%) | Tom2 (%) | Tom3 (%)
Control - - -
Fun3 72,58 50,67 73,85
Funl3 79,03 57,5 84,62
Funl8 35,48 42,67 23,08
Fun7 59,68 73,33 55,56
Fun4?2 40,32 77,33 46,15
Fun37 72,58 81,33 69,23
Fun29 67,74 86,67 69,23
Fun36 72,58 80 53,85
Fun32 75,81 92 76,92
Actl1 14,52 53,33 47,69

Tom : champignon phytopathogéne, Fun : antagoniste fongique, Act : Antagoniste actinomycétale.
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Les dix isolats antagonistes testés différaient dans leur capacité a inhiber la croissance des
divers agents pathogeénes d’Alternaria. Dans l'ensemble, 1’isolat la souche Tom2 était tres

sensible contre la majorité des isolats antagonistes.

D’aprés les observations faites a partir des tests de confrontations directes, les
antagonistes ont entrainé une réduction significative de la croissance mycélienne des 3 isolats
phytopathogenes. Les valeurs d’inhibition les plus élevées variaient entre 73,33% et 92 %.
Elles étaient obtenues par les couples antagoniste-phytopathogéne Fun32-Tom2 (92%),
Fun29-Tom?2 (86,67%), Fun13-Tom3 (84,62%), Fun37-Tom?2 (81,33%), Fun36-Tom2 (80%),
Fun3-Tom 3 (73,85%), Fun42-Tom2 (77,33%) et Fun7-Tom?2 (73,33%). Cependant, les deux
isolats (Funl8 et Actll) ont montré les valeurs d'inhibition les plus faibles (42,67% et
53,33%, respectivement) (Tableau 7).

L'interaction de I’antagoniste et le phytopathogeéne a montré des différences significatives
dans l'inhibition de la croissance des isolats pathogeénes. D’aprés nos résultats, trois cas

d’inhibition peuvent étre décelés :

- Un premier cas, ou une inhibition presque totale de la croissance du pathogéne est
observé : c’est le cas des couples Fun32-Tom2, Fun13-Tom3, Fun37-Tom2, et Fun29-
Tom?2 (Figure 25).

- Un deuxiéme cas, ou un ralentissement de la croissance du pathogéne par apport au
témoin est observé : c’est le cas des couples Fun36-Tom2, Fun3-Tom3, Fun7-Tom2 et
Fun42-Tom?2 (Figure 25).

- Un troisiéme cas, ou une barriére limitant la croissance est observée entre les deux
colonies du pathogéne et de I’antagoniste : c’est le cas des couples Funl8-Tom2 et

Actl1-Tom?2 (Figure 25).

Ces différents cas de figures reflétent des modes d’attaque différents de telle maniére ou
les antagonistes emploies des mécanismes d’antagonistes plus aux moins efficace contre la
croissance du phytopathogeéne Alternaria. En effet, certains antagonistes se développent
rapidement par rapport aux phytopathogenes. Ils sont capables de proliférer trés rapidement
dans des conditions favorables, jusqu'a ce qu'ils se développent sur les colonies de l'agent
pathogéne. Zivkovi¢ et al., (2010) ont montré que cette croissance rapide donne un avantage
important dans la concurrence pour l'espace et les nutriments avec les champignons
pathogenes, avant méme qu'ils ne déploient leur arsenal de mycotoxines. En plus de la

possibilité d’un mécanisme de compétition, d’autres mécanismes peuvent également étre en
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cause de ces inhibitions différentielles comme le mycoparasitisme (tels que l'enroulement,
I'adhérence et la pénétration par la production des enzymes dégradant) et la production de

métabolites extracellulaires (Siameto ez al., 2010).

Dans le cas de I’apparition d’une zone claire ou une sorte de barriere séparatif entre les
mycéliums de I’antagoniste et du pathogéne avec souvent I’apparition de pigmentation. Cela
peut étre interprété par la production d’une ou plusieurs molécules capables d’inhiber la
croissance de champignon pathogene. Brglez et al., (2020) ont été signalé qu’un ensemble
tres diversifié de substances bioactives peut étre produit lors d'interactions mycéliennes entre
I’antagoniste et le phytopathogéne et peut avoir un effet inhibiteur par la production de

pigment dans la zone d'interaction.

4. Caractérisation des isolats antagonistes sélectionnés

En se basant sur les critéres macroscopiques, microscopiques et la capacité de production
des enzymes hydrolytiques les antagonistes s€lectionnés ont €té caractérisés.
4.1. Caractérisation macroscopique

Les antagonistes sélectionnés ont été cultivés sur différents milieux de culture afin de
décrire leurs caractéres morphologiques. On a utilis¢ différents milieux de culture : PDA et
Sabouraud pour les champignons et les milieux ISP2, ISP3, ISP4, ISPS5, ISP7 et Bennet pour
les Actinomycetes. Les tableaux ci-dessous présentent les différents caractéres des

antagonistes sur les différents milieux de cultures.
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Tableau 8. Les caractéres culturaux des souches antagonistes fongiques sélectionnées sur le

milieu PDA.
Code des
souches Aspects macroscopiques des souches sur PDA Colonie
sélectionnées
Colonie ronde et petite, de couleur verte blanche,
Fun3 solidement adhérées a la gélose. Texture veloutée

Une croissance lente.
Diameétre 45 mm

Colonie noire, granuleuses et arrondies.
Fun13 Une croissance modérée.
Diametres 70 mm.

Colonie ronde, de couleur verte blanche, solidement
adhérées a la gélose. Texture veloutée

Funl8 Une croissance lente

Diamétre de 38 mm

Colonie arrondie, de couleur vert-bleuatre a bordure
blanches régulicre, cotonneuse.

Fun7 Une croissance modérée

Diamétre de 68 mm
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Colonie ronde a bordure dentelée, de couleur gris
blanc, solidement adhérées a la gélose. Texture
laineuse et veloutée
Une croissance modérée.

Diamétre 70 mm

Fun42

Colonie vert olive granuleuses envahissant la boite
de Pétri.
Bordures blanches irrégulieres.
Une croissance rapide.
Diameétre 85 mm.

Fun37

Colonie verte olive granuleuses envahissant la boite
de Pétri.
Bordures blanches irréguliéres.
Fun29 Une croissance rapide.
Diamétre 85 mm.
Présence des sclérotes brunes.

Colonie vert granuleuses envahissant la boite de
Pétri.
Bordures blanches irréguliéres.
Une croissance rapide.
Diamétre 84 mm.

Fun36

Colonie verte granuleuses envahissant la boite de
Pétri.
Fun32 Bordures blanches irréguliéres.
Une croissance rapide.
Diamétre 8 1lmm.
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Tableau 9. Les caractéres culturaux des souches meilleures fongiques antagonistes sur le

milieu Sabouraud.

Code des .
Aspects macroscopiques des souches sur
souches
1 e , Sabouraud
sélectionnées
Colonie de couleur gris, solidement adhérées a la
¢lose.
Fun3 &

Une croissance rapide envahissant la boite de Pétri.
Diameétre 85 mm

Colonie marron, granuleuses, arrondies.
Fun13 Une croissance rapide envahissant la boite de Pétri
Diameétres 85 mm.

Colonie ronde, de couleur gris, solidement adhérées a
la gélose.

Funl8 Une croissance lente

Diamétre 45 mm

Colonie arrondie, de couleur jaune a bordures
blanches, cotonneuses sous forme de feuilles de
Fun7 nénuphar.

Une croissance lente
Diamétre 45 mm
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Colonie arrondie, cotonneuse, de couleur blanche,
solidement adhérées a la gélose.

Fun42 Une croissance modérée.

Diamétre 70 mm

Colonie jaune granuleuse.
Bordures blanches irréguliéres.
Fun37 Une croissance modérée.
Diamétre 70mm.

Colonie beige granuleuses envahissant la boite de
Pétri.
Fun29 Bordures blanches irrégulieres.
Une croissance rapide.
Diameétre 86 mm.

Colonie jaune granuleuses envahissant la boite de
Pétri.
Fun36 Bordures blanches irrégulieres.
Une croissance rapide.
Diameétre 84 mm.

Colonie beige granuleuses envahissant la boite de
Pétri.
Fun32 Bordures jaunes irréguliéres.
Une croissance rapide.
Diametre 86 mm.
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Les résultats des caracteres culturaux des moisissures résumés dans les tableaux 8 et 9 en
utilisant les milieux de culture PDA et Sabouraud montrent que les souches sélectionnées
avaient des caractéristiques morphologiques différentes dans chaque milieu. Les
caractéristiques morphologiques, comme la couleur et le diamétre des colonies, l'intensité de
la croissance était 1égerement différente, en fonction de type du milieu de culture utilisé. Dans
un autre c6té, on remarque que la croissance du mycélium des souches Fun3, Funl3 et Fun32
¢taient significativement meilleure sur Sabouraud par rapport au PDA. Alors que Fun37 et
Fun7 croient plus rapidement sur PDA par rapport au Sabouraud. Les souches Fun29, Funl8§,
Fun36 et Fun4?2 étaient des souches qui n’ont pas une différence significative de vitesse de la
croissance quelques soit le milieu de culture utilisé. Une observation similaire a été faite par
Ali et al., (2016) qui rapporte que la couleur, la texture, le diameétre et la vitesse de croissance
des colonies des champignons étaient fortement influencé par la composition du milieu de
culture utilisé. De plus, les variations de couleur de colonie, en particulier chez les
moisissures sont l'une des principaux critéres largement utilisés pour leur I’identification et la
taxonomie qui semble étre principalement attribué aux constituants du milieu de culture
(Sharma, 2010).

Concernant les actinomycetes, 1’isolat antagoniste la plus performante Actll a présenté
une bonne croissance sur les milieux ISP2, Bennet et une croissance moyenne sur les milieux
ISP7, ISP4 et ISP5, alors qu’une tres faible croissance a été observée sur le milieu ISP3. La
sporulation était forte sur ISP2, Bennet, et faible sur ISP7, ISP4 et ISP5 et inexistante sur
ISP3. Les colonies de I’isolat Actll présentent un aspect poudreux sec sur les différents
milieux de culture avec un diamétre qui varie de 1 a 10 mm, d’une couleur blanche, beige a
marron poudré selon le milieu utilisé. Aucun pigment diffusible n’a été observé sur les
milieux de cultures utilisés a 1’exception du milieu ISP7 ou une faible production des

pigments mélanoides a été observée (Tableau 10, Figure 27).

Figure 27. Caractérisation macroscopique de souche antagoniste actinomycétale Actl1 sur
différents milieux de culture.
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Tableau 10. Résultat de caractérisation macroscopique de la souche antagoniste

actinomycétale Actl1.

Milieux de | Couleur de colonie | Pigmentation Croissance Sporulation
culture

ISP2 Beige - 4+ +++

ISP3 Incolore - + -

ISP4 Marron - ++ +

ISP5 Blanc - ++ +

ISP7 Beige + ++ +

Bennet Beige - -+ 4+

+++ : Bonne, ++ : modérée, + : faible, - : nulle

L’utilisation de différents milieux de culture aide a connaitre la capacité de croissance en
utilisant différentes sources de carbone. La croissance abondante des colonies d'actinomycetes
peut étre expliqué par le fait que la source de carbone particuliére était efficacement utilisée
par l'isolat, comme 1'ont également rapporté Sharma et al., (2014). Une croissance 1égére ou
médiocre indique que la source de carbone présente dans le milieu n'est pas une source
adéquate pour la souche testée (Muiru ef al.,, 2008). Des résultats similaires a nos résultats
qui ont été rapporté par Benhadj ef al., (2019) et Smaoui ef al., (2011) qui ont trouvé que les
milieux ISP2 et Bennet donnent une bonne croissance et une bonne sporulation des
actinomycetes spécialement le genre Streptomyces, alors que I’'ISP3 donne une faible
croissance pour les souches isolées.
4.2. Caractérisation microscopique

La caractérisation microscopique est basée principalement sur [’observation des
structures caractéristiques des souches sélectionnées (conidiophore, conidies, mycélium...).
Les tableaux 11 et 12 montrent les différents caractéres microscopiques observés pour les

isolats fongiques et actinomycétales antagonistes les plus performants.
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Tableau 11. Résultat de 1’observation microscopiques des meilleures souches antagonistes

fongiques

Code des
souches
sélectionnées

Description
microscopiques

Observation
microscopique

Photo de référence

Fun3

-Hyphe : septé, portent
des conidiophores
-Conidiophore : ramifiés
cylindriques,
-Phialides : disposées en
pinceaux, insérées par
I’intermédiaire des
métules sur les
conidiophores
-Conidies : rondes.

Funl3

-Conidiophore : trés
longs et non cloisonnés
-Phialides : insérées sur

la vésicule
-Conidies : rondes

-Téte aspergillaire :

radiée.

(Billones et al., 2020)

Funl8

-Hyphe : septé, portent
des conidiophores
-Conidiophore : ramifiés
cylindrique,
-Phialides : disposées en
pinceaux, insérées par
I’intermédiaire des
métules sur les
conidiophores
-Conidies : rondes

(Tsang et al., 2018)

Fun?7

-Conidiophore : court.
-Phialides sur la vésicule
ou sur des métules.
-conidies : globuleuses.
- téte aspergillaire : en
colonne

(Gautam et Bhadauria,
2012)
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Fun4?2

-Conidiophore : long.
-Phialides sur la vésicule.
-conidies : rondes.

- téte aspergillaire : en
colonne sous forme
d’éventail.

(Gautam et Bhadauria,
2012)

Fun37

-Conidiophore : longs et
non cloisonné -Phialides
: portées par des métules
insérées sur la vésicule
-Conidies : globulaires
-Téte aspergillaire :
radiée.

Fun29

-Conidiophore : court.
-Phialides sur la vésicule
ou sur des métules.
-conidies : globuleuses.
- téte aspergillaire : en
colonne

Fun36

-Conidiophore : court.
-Phialides sur la vésicule
ou sur des métules.
-conidies : globuleuses.
- téte aspergillaire : en
colonne

Fun32

-Conidiophore : court.
-Phialides sur la vésicule
ou sur des métules.
-conidies : globuleuses.
- téte aspergillaire : en
colonne

(Saif e

t al., 2020)
= F

0%

X

Saif et al., 2020

(Saif et al., 2020)
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Tableau 12. Résultat de 1’observation microscopiques de la meilleure souche antagoniste

actinomycétale

_ Coloration de Gram e
Souche Description Photo de référence

-Gram+.

-une forme
filamenteuse fines.
-Un mycélium aérien
Actll met en évidence des
hyphes fins, ramifiés,
non septés.

-Un mycélium de
substrat long, non
fragmenté.

Selon la caractérisation macroscopique et microscopique et la comparaison avec la
littérature bibliographique, on constate que les 7 souches fongiques Funl3, Fun7, Fun29,
Fun32, Fun36, Fun37, Fun42 semblent appartenir au genre Aspergillus. L’identification de ce
genre est basée principalement sur la présence d’une téte aspergillaire, conidiophores large et
non cloisonnés, et contiennent des phialides qui produisent des conidies (Chabasse et al.,
2002).

Cependant, les souches Fun3 et Funl8 semblent appartenir au genre Penicillium. Les
conidies produites par des phialides sont groupées en verticilles a 1I’extrémité non dilatée d’un
conidiophore cloisonné, ces derniers sont disposés sous forme de pinceau (Chabasse et al.,
2002).

Le genre Penicillium est 1'un des champignons les plus communs trouvés dans le sol.
Certaines especes de Penicillium produisent du phosphore solubilisé, des sidérophores et des
phytohormones telles que l'acide indole acétique et l'acide gibbérellique, des enzymes
dégradants la paroi et des molécules bioactives antimicrobiennes, qui sont importants pour la
santé des plantes et dans la lutte contre ses ravageurs (Park et al., 2020).

Les champignons du genre Aspergillus sont parmi les plus connus. Ils sont répandus dans
l'environnement et poussant bien dans des conditions riches et faibles en nutriments. Les

Aspergillus poussent abondamment sous forme de saprophytes dans les sols. Les recherches
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antérieures se sont concentrées sur les espéces d'importance économique et sanitaire pour leur
production d'enzymes, produits chimiques de base et produits alimentaires tels que l'acide
citrique, a-galactosidase et amylase. Ils ont aussi fait 'objet de recherches comme agents de
lutte biologique pour lutter contre les ravageurs de plante (Ngo et al., 2021).

D’un autre coté, d’apres les caractéristiques macroscopiques et microscopiques de la
souche actinomycétale Actll, il est possible de la rattacher au genre Streptomyces, tel qu’il
est rapporté par Al-Saadi et al, (2013) et Li et al., (2016) qui ont montré que le genre
Streptomyces forme de longues chaines violets (Gram+). Ces chaines ont différents types de
structures porteuses de spores : droites et flexibles. Chaiharn et al., (2020) montrent que les
colonies colorées dans différents milieux de culture, produisent des pigments, filamenteuses et
difficiles a prélever dans les milieux de culture, caractéristique du genre Streptomyces.

Les membres de Streptomyces sont largement distribués dans le sol, sont bien connus
pour leur capacité a produire une variété de composés bioactifs avec différentes bio-activités
telles que des propriétés antibactériennes. Les souches de Streptomyces ont également des
applications importantes dans le domaine agricole grace a leur potentiel de lutte biologique
contre les phytopathogeénes, en particulier les champignons phytopathogeénes (Law et al,
2017).

4.3. Caractérisation de ’activité enzymatique

Il est bien connu que les actinomycetes et les champignons produisent couramment des
enzymes dégradant les parois cellulaires pour entraver la croissance d'autres micro-
organismes (Gajera et Vakharia, 2012 ; Swiontek et al., 2014). De plus, nos résultats ont
prouvé que les dix isolats sélectionnés ont montré la capacité a produire différentes enzymes
impliquées soit dans I’hydrolyse de la paroi cellulaire ou dans I’altération de processus de
virulence chez les champignons phytopathogénes.

4.3.1. Activité protéolytique

L’activité protéolytique des meilleures souches antagonistes a été testé sur le milieu
gélose au lait. L’observation des résultats était possible aprés une incubation de 3 a 5 jours
sous forme de zones de lyse visibles qui se traduisent par une production de 1’enzyme

protéase (Figure 28).
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Fun7

Fun36 Fun3 Funl8

Actll
Figure 28. Résultat de I’activité protéolytique des meilleures souches antagonistes.

Les résultats ont montré que les isolats Funl8 et Fun42 ne présentaient aucune activité
protéolytique, puisqu'aucun halo de dégradation n'a été observé apreés 7 jours d'incubation. En
revanche, les autres isolats ont été capables de produire des enzymes qui dégradent la caséine
du lait écrémé présent dans le milieu de culture. Des halos transparents ont pu étre observés
autour des colonies productives de la protéase (Figure 28). L'isolat actinomycétale Actll a
présenté l'indice enzymatique le plus important qui est de 2,5. De c6té des isolats fongiques,

la meilleure activité protéolytique a ¢té observée chez Fun37 avec un indice enzymatique de

128



Résultats et discussion

1,26 (Tableau 13). Selon la littérature, les isolats présentant des indices enzymatiques
supérieurs a 2,0 sont considérés comme de bonnes souches productrices de protéases (Baggio

etal., 2019).

Tableau 13. Résultat de 1’activité protéolytique des meilleures souches antagonistes.

Code de souche Diamétre de la zone | Diamétre de la colonie Indic§:
de lyse (mm) (mm) enzymatique

Fun3 27 25 1,08
Fun7 12 12 1

Fun13 28 25 1,12
Funl8 - - -

Fun29 33 29 1,13
Fun32 32 28 1,14
Fun36 36 31 1,16
Fun37 42 34 1,24
Fun42 - - -

Actl 1 5 2 2,5

Les protéases (des enzymes qui catalysent le clivage des liaisons peptidiques dans les
protéines) produites par les microbes antagonistes jouent un réle important dans leur activité
de biocontrole. Ces enzymes ont la capacit¢ de dégrader la paroi des champignons
phytopathogeénes. Le rdle de ces enzymes dans la protection des plantes contre les
champignons phytopathogenes a été¢ déja démontré par plusieurs chercheurs. Cette enzyme est
impliquée dans la dégradation des parois cellulaires, des membranes et méme des protéines
pathogenes libérées par la lyse de I'agent pathogene (Elad et Kapat, 1999). Un grand nombre
de souches fongiques ont été utilisées pour produire des protéases. Ces souches appartiennent
principalement aux genres: Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola,
Thermoascus et Thermomyces. Les protéases microbiennes des especes d'Aspergillus et
Penicillium, en particulier, ont été étudiées en détail car elles sont connues pour leur capacité
a intervenir dans 1’attaque des champignons phytopathogenes (Souza et al., 2015).

Les espéces du genre Penicillium connues pour leur capacité productirice de protéase
comprennent Penicillium sp., P. camemberti, P. citrinum, P. griseoroseum, P. restrictum et P.
roqueforti. La plupart des champignons Penicillium produisent des protéases alcalines.
Cependant, P. griseoroseum et P. camemberti sont connus pour produire des protéases acides
(Baggio et al., 2019). Aussi, Aspergillus niger, A. oryzae et A. flavus sont des especes

largement utilisées dans la production de protéase a grande quantité (Souza et al., 2015).
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D’un autre coté, les especes d’actinomycetes en particulier les Streptomyces ont déja été
signalés comme provoquant une lyse des hyphes et un mycoparasitisme lors d'une interaction
directe avec des champignons pathogenes (Palaniyandi ef al., 2013). La capacité de produire
une variété d'enzymes protéolytiques est un phénomeéne bien connu chez les actinobactéries
mésophiles. Les protéases de Streptomyces, y compris la « pronase 7M » (S. griseus) et la «
fradiase 7M » (S. fradiae) sont commercialement utiles. Alors que les protéases alcalines
largement caractérisées sont celles de S. nigellus, S. albidoflavus et d'autres genres comme
Nocardiopsis, Thermomonospora et Thermoactinomyce (Vaijayanthi et al., 2016).

4.3.2. Activité cellulolytique

L’activité cellulase est basée sur la culture des souches sélectionnées sur un milieu a base
de carboxymethyl cellulose (CMC). Aprés I’incubation de 3 a 5 jours, I’activité cellulolytique
est révélée par 1’ajout d’une solution d’iodine qui laisse apparaitre une zone claire signifiant la
dégradation de la cellulose par la cellulase extracellulaire.

D’apres la figure 29, on remarque que toutes les souches sélectionnées sont capables de
croitre sur le milieu gélosé a base de CMC en dégradant la seule source carbone disponible
dans ce milieu qui est la cellulose. Cette constatation est reflétée par 1’apparition d’une zone
claire autour des colonies. Le tableau 14 représente les indices enzymatiques liés a I’activité
cellulolytiques des souches étudiées.

Tableaul4. Résultat de I’activité cellulolytique des meilleures souches antagonistes.

Code de Diamétre de la zone Diamétre de la colonie Indice
souche de lyse (mm) (mm) enzymatique
Fun3 30 15 2
Fun7 22 12 1,83
Fun13 40 40 1
Funl8 35 15 2,33
Fun29 46 25 1,84
Fun32 56 41 1,36
Fun36 70 55 1,27
Fun37 50 45 1,11
Fun42 30 30 1
Actll 9 7 1,29
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Fun42 Fun37 Funl8

Fun29 Fun7

Fun36 Fun3 Fun32

Actll
Figure 29. Résultat de I’activité cellulolytique des meilleures souches antagonistes

D’apres le tableau 14, on remarque que toutes les souches sont capables de produire
I’enzyme cellulase en présentant un diametre d’une zone claire autour de leurs colonies, plus
aux moins important selon la souche. Ainsi les souches Funl8 et Fun3 avaient un rapport
d’activité enzymatique plus important que les autres souches, ces souches sont considérées
comme des souches trés actives par apport a 1’activité cellulolytique. Contrairement aux
premiceres, les souches Funl3 et Fun42 avaient les indices enzymatiques les plus faibles, et

sont donc considérées faiblement actives.
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Dans notre étude, les souches fongiques d’Aspergillus et Penicillium, ainsi que la souche
actinomycétale sont capable de produire la cellulose en dégradant le CMC. Des résultats
similaires ont été rapportées par Ahmad et al, (2021) qui ont trouvé que les espéces
d’Aspergillus (A. terrus, A.flavus, A.niger et A.fumigatus) et I’espeéce Penicillium chrysogenu
isolées a partir de sol sont capables de produire la cellulase. De méme, Zhao et al., (2013) ont
trouvé que les actinomycetes en particulier les Streptomyces sont capables de dégrader le
CMC par la production de cellulase. De leur coté, Imran et al., (2016) ont rapporté que les
especes de Streptomyces (S. lividans et S. drozdowiejii), Cellulomonas (C. uda, C. fimi et C.

bioajotea) et Thermonospora (T. curvata et T. fusca) sont des productrices actives.

Pour mieux comprendre I’implication de la cellulase dans le biocontrdle, il faut
remontrer au point de départ et comprendre que les plantes sont résistantes a la plupart des
microbes pathogeénes grace a leur immunité innée, et le mécanisme de défense peut se
produire localement au site d'infection et de maniere systémique (Gozzo, 2003). En fonction
des blessures, les plantes peuvent activer leur résistance de deux maniéres différentes : la
résistance systémique acquise (SAR) et la résistance systémique induite (ISR) (Zipfel, 2014).
Les plantes utilisent le SAR pour limiter l'expansion des agents pathogenes dans les tissus
systémiques en induisant une nécrose au site local lors de l'infection primaire (Durrant et

Dong, 2004).

Fait intéressant, I'ISR n'est pas seulement initiée par des agents pathogenes, mais est
¢galement induite par l'interaction avec des microbes mutualistes ou favorisant la croissance
des plantes (PGPR) (Djonovic et al., 2006). Dans le systéme ISR, la signalisation de la
réponse de défense est généralement capable de passer du systéme racinaire souterrain a la
partie aérienne pour protéger la plante des maladies. Il a été démontré que la cellulase de
Trichoderma harzianum Th22 interagit avec la racine de mais en activant un systéme de
signalisation mal connu qui finira par I’induction de la résistance systémique (ISR) contre les
maladies foliaires (Saravanakuma et al., 2016).

Une autre étude a montré que les genes de cellulase tels que Thphl et 2 étaient impliqués
dans le contrdle biologique de Fusarium et de ses maladies végétales par l'activation des
expressions géniques liées a la défense immunitaire dans la racine de mais (Saravanakuma et
al., 2018).

4.3.3. Activité amylolytique
Nous avons utilisé le milieu a base d’amidon pour tester I’activité amylase des souches

s¢lectionnées afin de déterminer leur capacité¢ de produire cette enzyme importante dans le
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domaine de biocontrole. Aprés la période d’incubation, nous avons utilisé la révélation par la
solution d’iodine pour révéler la zone claire et la zone de croissance (Figure 30). L'amidon
formera un complexe bleu foncé avec Il'iode. L’amidon hydrolysé provoquera la
décomposition du complexe amidon-iode pour former une zone claire, I'absence de zones
claires autour des colonies indique une réaction entre les réactifs iodés et les amidons non

hydrolysés dans le milieu (Sukmawati et al., 2019).

Fun 36 Fun 32 Fun3

Actll
Figure 30. Résultat de I’activité amylolytique des meilleures souches antagonistes
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D’apres la figure 30, on observe que toutes les souches sélectionnées sont capables de
croitre sur le milieu gélos¢ a base de 1I’amidon par I’apparition d’une zone claire apres
révélation, elles ont utilisé 1’amidon pour leur croissance et par conséquent elles ont produit
I’enzyme amylase dégradant I’amidon. La souche Funl3, Fun36 et Fun 37 envahissent la
boite de Pétri juste apres 3 jours par la croissance de plusieurs colonies. La zone de lyse est
différente selon la souche utilisée et par conséquent le rapport de 1’activité amylolytique est
différent, reflétant le potentiel amylolytique de chaque souche

Tableaul5. Résultat de ’activité amylolytique des meilleures souches antagonistes

Code de la| Diametre de la zone | Diamétre de la colonie | Rapport
souche de lyse (mm) (mm)

Fun3 15 11 1,36

Fun?7 16 10 1,6

Funl3 Envahissement Envahissement Envahissement
Funl8 14 9 1,56

Fun29 35 28 1,25

Fun32 26 20 1,30

Fun36 Envahissement Envahissement Envahissement
Fun37 Envahissement Envahissement Envahissement
Fun42 18 13 1,38

Actl 1 0,8 0,8 1

D’aprées le tableau 15, en comparant 1’indice de I’activité enzymatique, on trouve que les
souches Fun7 et Funl8 avaient le plus fort indice (1,6 et 1,56 respectivement), les souches
Funl13, Fun36, Fun37 ont envahi les boites, ces souches sont considérées comme des souches
trés actives capable de produire ’amylase avec une quantité importante, cependant les
souches Actl1, Fun 29 produisent faiblement I’amylase.

. La souche Aspergillus awamori nakazawa a été signalé comme un producteur efficace
de ’amylase dans la fermentation a I'état solide avec du blé comme substrat (Sethi ez al.,
2016). Aspergillus niger a ¢été signalé¢ aussi comme l'un des meilleurs producteurs
commerciaux d'a-amylase (Khan et Yadav, 2011). Les amylases produites par Aspergillus
niger sont connu pour avoir une large gamme d'activit¢ de pH et de thermostabilité¢ qui
convient a des fins industrielles (Angelia et al, 2019). Penicillium chrysogenum et
Penicillium digitatum ont été utilisé a grande échelle dans les industries pour la production
d'amylase (Dar et al., 2015 ; Onofre et al., 2016). L'amylase du genre de Streptomyces est
considérée comme une source active d'amylases. Notamment, Streptomyces avermitilis,
Streptomyces sp. SLBA-08, Streptomyces souche A3, et Streptomyces rochei BTSS 1001 qui

sont utilisés pour la production d'amylase (Rengasamy et Thangaprakasam, 2018).
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Contrairement a la chitinase et a la cellulase, 1'amylase extracellulaire sécrétée par les
microorganismes ne peut pas détruire les parois cellulaires des phytopathogenes (Trust,
1975). Dans l'interaction entre de nombreuses plantes et microorganismes, les sucres
extracellulaires jouent un role important et participent au processus d'adhésion microbienne a
la surface racinaire et de colonisation dans les racines (Matthysse, 2005). Santaelle ez al.
(2008) ont prouve que les sucres extracellulaires sont nécessaires a la colonisation racinaire de
la bactérie de la rhizosphére Rhizobium sp. Y AS34 chez arabidopsis et colza. Il est bien connu
que l'amylase peut hydrolyser I'amidon pour obtenir des nutriments tels que le glucose, le
maltose et la maltodextrine, qui peuvent répondre aux besoins de croissance des
microorganismes (Bhaskar, 2007). En conséquence, Huang et al, (2022) ont émis
I'hypothese que la colonisation réduite de la souche mutante pour le géne de ’amylase amyS
pourrait étre liée a 'utilisation des nutriments de I'hydrolyse de 1'amidon. Ils ont donc mesuré
les modifications de la capacité¢ de colonisation microbienne aprés l'ajout d'hydrolysats
d'amidon tels que le glucose, le maltose et la maltodextrine. Leurs recherches ont montré que
l'ajout d'amylase extracellulaire et d'amidon favorisait la colonisation du mutant amyS dans
les racines de blé. Cela indique que l'amylase extracellulaire peut également affecter sa
colonisation dans les racines des plantes en hydrolysant I'amidon pour produire du glucose et
d'autres substances.

En plus, en cas de carence en nutriments, les microorganismes produisent et sécrétent
diverses enzymes dégradantes, telles que les amylases, les protéases et les phospholipases, qui
sont utilisées pour dégrader les substances macromoléculaires a l'extérieur des cellules afin
d'obtenir des nutriments pour répondre a leurs besoins nutritionnels et améliorer leur
adaptabilit¢ a l'environnement (Prashar et al, 2014). Par conséquent, la capacité¢ de ces
microorganismes de lutte biologique a produire des enzymes de dégradation extracellulaires
dans certaines conditions est trés importante dans le phénoméne de compétition pour les
nutriments.

4.3.4. Activité pectolytique

L’activité pectinolytique est testée sur un milieu de culture gélosé¢ de gélose a base de

pectine. Apres révélation par la solution d’iodine, une zone claire apparait autour des colonies

indiquant la production de pectinase qui dégrade la pectine (Figure 31, Tableau 16).
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Fun37

Funl3 Fun29

Fun42 Funlg

Actll
Figure 31. Résultat de I’activité pectinase des souches sélectionnées.

D’apres le résultat de figure 31, on observe que toutes les souches sélectionnées sauf la
Actl1 sont capables de croitre sur le milieu gélosé a pectine par 1’apparition d’une zone claire
apres 1’ajout de solution d’iodine, elles ont donc produit I’enzyme pectinase dégradant la

pectine. La souche Fun 37 envabhit la boite de Pétri juste apres 3 jours.
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Tableau 16. Résultats de 1’activité péctinase des meilleures souches antagonistes

Code de souche Diametre de zone de | Diamétre de colonie | Rapport
lyse (mm) (mm)
Fun3 38 30 1,27
Fun? 14 8 1,75
Funl3 27 25 1,08
Funl8 16 9 1,78
Fun29 29 23 1,26
Fun32 35 25 1,40
Fun36 32 25 1,28
Fun37 Envahissement Envahissement Envahissement
Fun42 14 12 1,17
Actl 1 - - -

D’apres le tableau 16, en comparant I’indice de ’activité pectinolytique, on trouve que
les souches Fun7 et Funl8 avaient la plus forte activité (1,75 et 1,78, respectivement) et la
souche 37 qui envahit la boite sont considérées comme des souches trés actives, cependant les
souches Fun 13 et Fun42 ont un indice faible (1,08 et 1,17 par ordre). Alors qu’une croissance
est observée pour la souche Actll.

Les pectinases sont constituées de plusieurs unités qui favorisent la dégradation de la
pectine qui sont des polysaccharides structuraux complexes d'origine végétale qui contiennent
une grande proportion de sous-unités d'acide galacturonique partiellement liées par des
liaisons a-1,4-glycosidiques (El Gamal et al., 2018)

La pectinase semble induire trés efficacement des réactions de défense des plantes
probablement par la libération de fragments pectiques qui pourraient jouer le role d'éliciteurs
endogenes. Cette enzyme a pour role de prévenir l'infection des plantes causée par un agent
pathogéne. Les microbes producteurs de pectinase sont impliqués dans la promotion de la
croissance des plantes en prévenant les infections fongiques (El Gamal et al., 2018).

Nous avons trouvé que le genre Aspergillus et Penicillium produisent 1I’enzyme pectinase.
Nos résultats sont en accord avec les travaux des auteurs Khatri et al., (2015) et Almowalled
et al., (2020) qui disent que les especes d'Aspergillus (Aspergillus flavus, Aspergillus niger) et
de Penicillium (Penicillium viridicatum, Penicillium chrysogenum, Penicillium oxalicum)
sont principalement utilisées pour la production de pectinase. Mais contrairement a nos
résultat Govindaraji et vuppu, (2020) ont trouvé que les pectinases sont produites par
plusieurs especes de Streptomyces telles que S.lydicus et S. fumigatiscleroticus. Dans ce cas, n
peut supposer 1’hypothése que notre espece est probablement mutée pour le géne codant pour

la pectinase.
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4.3.5. Activité lipolytique et estérolytique

L’activité lipolytique est testée sur un milieu gélosé qui contient la tween 20 ou tween 80.
La zone de précipité apparait autour des colonies signifie la production de lipase.

La dégradation du tween produit des acides gras qui en se liant au Ca** contenu dans le
milieu forment des cristaux insolubles. La tween 80 est utilisée pour la mise en évidence des
lipases car elle contient des esters d'acide oléique, alors que la Tween 20 est utilisée pour les

estérases car elle contient des esters d'acides gras a chaine inférieure (Ramnath et al., 2017).

= ——

Actll
Figure 32. Résultats de 1’activité estérolytique des souches sélectionnées.

D’aprées le résultat de figure 32, on observe que toutes les souches sélectionnées sont

capables de croitre sur le milieu gélosé a 1% de tween 20 par I’apparition d’une zone de
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précipité, elles ont donc produit I’enzyme estérase dégradant la tween 20. Le rapport de
I’activité enzymatique est calculé et résumé dans le tableau 17.

Tableau 17. Résultats de I’activité estérolytique des meilleures souches antagonistes souches

Code de | Diamétre de zone | Diameétre  de  colonie | Rapport
souche de lyse (mm) (mm)

Fun3 Envahissement Envahissement Envahissement
Fun7 11 11 1
Funl3 28 20 1,4
Funl8 13 9 1,44
Fun29 21 19 1,11
Fun32 22 12 1,83
Fun36 25 22 1,14
Fun37 24 20 1,20
Fun42 14 13 1,08
Actll 6 3 2

D’apres le tableau 17, en comparant les indices de ’activité enzymatique calculés, on
trouve que les souches Actll, Fun3 et Fun32 avaient les plus fortes valeurs. On peut les
considérées donc comme des souches tres actives. La souche Fun 3 envahit la boite de Pétri
aprés 3 jours de culture. Cependant les souches Fun7 et Fun42 ont des indices relativement
faibles (1 et 1,08 par ordre).

D’apres le résultat de figure 33, on observe que toutes les souches sélectionnées sont
capables de croitre sur le milieu gélos¢ a 1% de tween 80 par I’apparition d’une zone
précipitée, elles ont donc été capable de produire I’enzyme lipase dégradant la tween 80. La
souche Fun 37 envahit la boite de Pétri aprés 3 jours d’incubation. La zone de lyse est
mesurée et le rapport de 1’activité enzymatique est calculé (Tableau 18).

Tableau 18. Résultats de ’activité lipolytique des meilleures souches antagonistes

Code de souche Diametre de zone de | Diametre de colonie | Rapport
lyse (mm) (mm)
Fun3 27 25 1,08
Fun7 12 12 1
Funl3 28 25 1,12
Funl8 14 10 1,40
Fun29 33 29 1,14
Fun32 32 28 1,14
Fun36 36 31 1,16
Fun’37 Envahissement Envahissement Envahissement
Fun42 18 15 1,20
Actll 15 10 1,5
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Fun42 Funl8

Actll
Figure 33. Résultats de 1’activité lipolytique des meilleures souches antagonistes

D’aprés le tableau 18, en comparant les indices de D’activité enzymatique, on peut
conclure que les souches Fun37 et Actl1 avaient les plus fortes activités lipolytiques avec une
croissance envahissante par Fun37.et un indice de 1,5 pour la souche Actll. Cependant la
souche Fun7 a manifestée 1’indice lipolytique le plus faible qui est égal a 1.

La lipase (EC 3.1.1.3) catalyse I'hydrolyse des triacylglycérols pour libérer du
diacylglycéride, du monoacylglycérol, des acides gras a longue chaine (> 10 atomes de

carbones) et du glycérol (Wang et al., 2018). Cependant les estérases (EC 3.1.1.1) catalysent
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principalement 1'hydrolyse des liaisons ester des triglycérides a chaine courte (<10 atomes de
carbone) (Liu et al, 2013).

Les especes de Penicillium sont connue pour la production de lipase et estérase dans
différentes conditions culturales a savoir : P. cordubense, P. restrictum, P. raistrickii, P.
polonicum, P. commune, P. jensenii, et P. aurantiovirens (Pandey et al, 2016).
Similairement, les espéces Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus Terreus sont
aussi utilisés pour la production de ces enzymes avec grande quantité (Kumar et Ray, 2014).
De leur coté, les actinomycetes en particulier les especes Streptomyces exfoliates,
Nocardiopsis alba, Microbacterium spp. sont des producteurs importants de lipase et estérase
(Hazarika et Thakur, 2020).

Des ¢études suggerent I'implication des lipides et de leurs métabolites dans les réponses de
défense des plantes contre les agents pathogénes, lorsque des agents pathogenes atteignent les
tissus végétaux, le premier défi qu'ils rencontrent est la cuticule lipophile recouvrant la
surface des feuilles. Les phytopathogenes sécrétent généralement des lipases et des estérases
dégradant la cuticule et, simultanément, les plantes et les agents antagonistes libérent des
composés acides gras/lipides agissant comme des agents antimicrobiens ou des molécules de
signalisation qui transmettent des informations sur les changements extérieurs aux cellules
hétes. De plus, certains types d'acides gras préexistants dans les graines ou les feuilles
contribuent a la résistance aux maladies (Lee et Park, 2019).

Lorsque les cellules végétales entrent en contact avec des microbes, des informations
moléculaires entre I'hote et 1'envahisseur microbien sont échangées. Les cires cuticulaires
¢tablissent une barriére physique sur les surfaces des cellules épidermiques, modulent la
communication entre I'hote et le microbe, affectent le développement des agents pathogenes,
servent de molécules de signalisation ou fournissent des éliciteurs pour la reconnaissance de
l'attaque des agents pathogenes. Les éliciteurs sont des composés inducteurs de signaux
reconnus par le systéme immunitaire inné, entrainant une induction de réponse de défense.

Les espéces d’Aspergillus produisent un ensemble d'oxylipines apparentées aux
oxylipines végétales. Celles-ci jouent un réle important dans la communication entre la plante
et Aspergillus (Siebers et al., 2016).

4.3.6. Activité chitinolytique

Les souches sélectionnées ont ét¢ examinées pour la production de I’enzyme chitinase

extracellulaire en observant leurs croissances radiales et le changement de couleur de milieu

de culture a base de chitine tel qu’il est représenté dans la figure 34.
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Fun36 Fun42

~ Actll
Figure 34. Résultats de I’activité enzymatique chitinolytique des meilleures souches

antagonistes
Les résultats montrent que seules les souches Fun3, Funl3, fun29, fun32, Fun36, Fun37
et Fun42 sont capables de produire I’enzyme chitinase. La capacité de produire cette enzyme
varie selon la nature de la souche. L’activité chitinolytique se traduit par le développement de
mycélium fongique et le virage du couleur de milieu de culture de jaune vers le rouge a cause

de la présence du I’indicateur de pH. Cependant les souches Fun7, Funl8 et Actl1 donnent
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des résultats négatives, ou aucune croissance microbienne, ni de changement de couleur n’est

observé sur le milieu.

Une réaction positive manifestée par un changement de couleur est interprétée par une
alcalinisation du milieu suite a I’hydrolyse de la chitine en N-acetyl-glucosamine. Le
changement de couleur est dii a la présence de 1’indicateur de pH le violet de bromocrésol qui

vire du jaune vers le rouge (Lunge et Patil, 2012 ; Agrawal et Kotasthane, 2012).

Selon Agrawal et Kotasthane, (2012) I’activité chitinolytique est classée en quatre
catégories : (A) pas d'activité chitinase ; (B) activité chitinase faible ; (C) activité chitinase
moyenne et (D) activité chitinase ¢levée. D’aprés nos résultats, nos souches sont classées
comme ¢€tant non productrices de chitinase, c’est le cas de Fun7, Funl8 et Actll ; ayant une
activité chitinase moyenne, cas des souches Fun3 et Fun42 ; et ayant une forte activité¢ Funl3,

Fun29, Fun32, Fun36 et Fun37 (Figure 34).

La chitine est un composant majeur de la paroi cellulaire des champignons (Hamid et al.,
2013). Les chitinases ont fait I'objet d'une attention particuliére pour leur large gamme
d'applications qui comprend leur utilisation dans la formation de protoplasmes a partir de
champignons, comme agent potentiel de lutte biologique contre les champignons
phytopathogénes et dans la production d'oligosaccharides en tant que substances
biologiquement actives (Nagpure ef al., 2014). Les enzymes chitinolytiques sont capables de
lyser la paroi cellulaire de nombreux champignons phytopathogénes. Les microorganismes
qui produisent ces enzymes sont capables d'éradiquer les maladies fongiques qui sont un

probléme pour la production agricole mondiale (Brzezinska et Jankiewcz, 2012).

Dans cette étude, les souches chitinolytiques les plus performantes ont été identifiées
comme appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium. Des résultats similaires aux notres
ont été trouvées par plusieurs chercheurs. A titre d’exemple, Poria et al., (2021) rapportent
que des chitinases fongiques ont ét¢ signalées dans divers genres, tels que Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma, Beauveria, Coprinopsis, Mucor, Metarhizium, Pistacia et
Lactarius, etc. De plus, Alves et al., (2018) ont caractérisés la chitinase sécrétée par A. niveus
et ont trouvé des caractéristiques trés intéressantes pour d'éventuelles applications
industrielles tels que 1’activité a haute température et la thermostabilité, outre la possibilité de
maintenir son activité en présence de différents composés, y compris la dénaturation et la
réduction des agents pathogenes. Penicillium oxalicum k10 isolée du sol a révélé une capacité

importante d'hydrolyser la chitine et une activité antifongique contre Sclerotinia sclerotiorum
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avec une activité maximale vis-a-vis de la chitine colloidale a pH 5 et a 40°C (Xie et al.,
2021). Nayak et al, (2021) montrent que le sol contenant les déchets de carapaces de
crevettes possede une activité chitinase plus élevée que le sol normal. Deux souches de
Penicillium chrysogenum isolées de ces deux sols capables de produire de la chitinase de 3

809 U/g et 2 516 U/g in vitro, respectivement.

4.3.7. Activité laccase

Le résultat du criblage du potentiel laccase des souches antagonistes sur le milieu PDA
additionné de DMP (2-6 dimethoxyphénol) est basé sur la formation de couleur jaune et
marron claire dans le milieu signifiant que le champignon isolé produit I'enzyme laccase
(Figure 35).

D’apres les résultats présentés dans la figure 35 ci-dessus, on remarque que toutes les
souches sélectionnées sauf les souches Funl3 et Actll sont capables de produire 1’enzyme
laccase, cela se traduit par la croissance microbienne et le changement remarquable du milieu
de culture vers le marron ou le jaune.

Les laccases sont des enzymes de type oxydase appelées benzeénediol : oxydoréductases,
EC 1.10.3.2 selon le nom systématique. Cette enzyme possede une spécificité plus large
envers les substrats et peut hydrolyser une large gamme de composés organiques et
inorganiques, y compris les groupes phénoliques, les groupes non phénoliques, I'hydroxyle et
I'amine aromatique avec la réduction de l'oxygéne moléculaire en eau avec le mécanisme
d'oxydation. Les laccases catalysent des réactions de transfert d'un électron a partir de
substrats phénoliques avec la réduction simultanée d'O> en eau (Senthivelan et al., 2019).

La laccase peut étre isolée a partir de plantes, d'insectes et de microorganismes. Les
laccases microbiennes sont impliquées dans la sporulation, la production de pigments, la
formation de fructifications, la défense contre le stress, la pathogencse des plantes et la
dégradation de la lignine (Arregui et al., 2019).

Des études ont montré que plusieurs champignons filamenteux sont capables de produire
les enzymes laccases. Kumar et al, (2016) décrivent l'isolement d'une souche fongique
productrice de laccase et 1'optimisation des parametres pour atteindre la production maximale
de laccases extracellulaires par Aspergillus flavus. Iqbal et al., (2018) décrivent aussi une
nouvelle laccase obtenue a partir d'Aspergillus niger qui a été utilisée comme catalyseur vert a
des fins de greffage. Autre nouvelle laccase fongique a été produite a partir d'Aspergillus
terreus —S19 isolé du sol d'une scierie qui a montré une excellente activité a pH 5,0 et a une

température de 30°C (Shaikh et al., 2020). El-Shora et al., (2008) indiquent que Penicillium
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aculeatum, P. digitatum et P. cyclopium ont exprimé des activités appréciables de la laccase.
Autre nouvelle souche fongique Penicillium chrysogenum a été isolée de l'arbre par une
technique de culture tissulaire et s’est révélée capable de produire la laccase (Senthivelan et

al., 2019).

Fun3 Fun7 Funl3

Funl8 Fun29 Fun32

Fun36 Fun37 Fun42

Actll
Figure 35. Résultat de test du I’activité enzymatique laccase des meilleures souches

antagonistes.
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5. Détermination in vitro de 1'activité inhibitrice des molécules bioactives secrétées
par les souches antagonistes

La production des métabolites secondaires nécessite un milieu de fermentation et des
parameétres de fermentation bien controlés pour améliorer la capacité de contrdle biologique
des antagonistes. Ces métabolites secondaires pourraient étre diffusés dans le milieu et inhiber
la croissance de microbes pathogeénes s€lectionnés. Sur la base des résultats de l'activité
inhibitrice de croissance par le test de la confrontation directe, dix souches ont été

sélectionnées pour la fermentation.

La production de molécules bioactives a partir des dix souches antagonistes a ¢été
effectuée par une fermentation sur milieu liquide (PDB pour les moisissures et ISP2 pour les
actinomycetes). La mise en évidence de ’activité antifongique de ces molécules a été réalisée
en testant le filtrat de fermentation ajouté au PDA avec des concentrations différentes 10%,
20% et 40% (v/v) en présence de 1’agent phytopathogene Alternaria sp. Les résultats

obtenus a partir de ce test sont regroupés dans le tableau 19.

Tableau 19. Résultats de 1’effet des filtrats de fermentation des souches antagonistes sur la

croissance des souches phytopathogenes par différentes concentrations.

Isolat Concentration  de | Pourcentage Pourcentage Pourcentage
filtrat d’inhibition  de | d’inhibition de | d’inhibition de
Toml (%) Tom?2 (%) Tom3 (%)
10% 37,04 58,82 63,27
Fun3 20% 64,81 66,67 65,31
40% 68,52 80,39 87,76
10% 3,70 19,61 18,37
Fun?7 20% 44,44 50,98 40,82
40% 59,26 56,86 55,10
10% 5,55 7,84 10,20
Funl3 20% 42,59 41,18 40,82
40% 50 52,94 40,82
10% 22,22 35,29 38,78
Funl8 20% 53,70 52,94 59,18
40% 74,07 72,55 71,43
10% 20,37 11,76 36,73
Fun29 20% 55,56 47,06 61,22
40% 66,67 64,71 63,27
10% 20,37 15,69 10,20
Fun32 20% 53,70 52,94 46,94
40% 55,56 52,94 51,02
10% 16,67 19,61 22,45
Fun36 20% 53,70 49,02 53,06
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40% 62,96 60,78 57,14
10% 16,67 21,57 18,37
Fun37 20% 55,56 50,98 53,06
40% 62,97 60,78 59,18
10% 22,22 19,61 34,70
Fun42 20% 55,56 54,90 59,18
40% 77,78 76,47 63,27
10% 18,52 15,69 18,37
Actl1 20% 55,56 50,98 51,02
40% 55,56 56,86 55,10

La plus haute valeur d’inhibition

La plus faible valeur d’inhibition

Les souches phytopathogenes d’Alternaria Tom1, Tom2 et Tom3 ont été cultivées sur la
gélose au dextrose de pomme de terre (PDA) avec un filtrat de culture des antagonistes
sélectionnés, et du PDA plus un bouillon de dextrose de pomme de terre (PDB) a été utilisé
comme témoin. Les filtrats des isolats sélectionnés ont été capables d’inhiber les souches
phytopathogeénes avec des taux d'inhibition différents allant de 3,70% a 87,76 % par rapport
au controle. En plus, les filtrats de culture des dix antagonistes testés ont montré une efficacité
proéminente dans la suppression des champignons pathogénes lorsque leurs concentrations

dans le milieu PDA est augmentée jusqu’a 40 % (v/v).

Pour la souche Toml, le filtrat de 1’antagoniste Fun18 avec une concentration de 40%
était capable de provoquer une inhibition de 74,07%. Le filtrat de ’antagoniste Fun42 avec la
méme concentration inhibe la croissance de Tom1 d’une valeur de 77,78%. Cependant, les
filtrats des souches Fun7 et Funl3 avec une concentration de 10% inhibent la croissance de
Toml avec les plus faibles taux d’inhibitions (3,70% et 5,55% respectivement). L’analyse
statistique indique qu’il y’a une différence significative entre la concentration 10% et 20% et
entre 10% et 40% alors qu’il n’y’a pas une différence entre la concentration 20% et 40% (p <

0.05) (Tableau 20).
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Tableau 20. L’ analyse statistique de ’effet de concentration de filtrat sur la suppression de

Toml.
ANOVA
Somme des df Carré moyen F Sig.
carrés
Entre 14151,094 2 7075,547 110,224 ,000
groupes
Au sein des 2439,304 38 64,192
groupes
Totale 16590,398 40
Comparaison multiple
Variable dépendante
Tukey HSD
M ) Différence Std. ‘ 95% Intervalle de confiance
moyenne Sig. - .
groupes | groupes (-7) Erreur ' L}rr.nte L1’rn.1te
inférieure supérieure
10% 20% -37 ,41429: 3,08594 ,000 -44,9404 -29,8882
40% -42,01500 3,08594 ,000 -49,5411 -34,4889
20% 10% 37,41429° 3,08594 ,000 29,8882 44,9404
40% -4,60071 3,02825 ,293 -11,9861 2,7847
40% 10% 42,01500" 3,08594 ,000 34,4889 49,5411
20% 4,60071 3,02825 ,293 -2,7847 11,9861
*. La différence moyenne est significative au seuil de 0,05.

Pour la souche Tom2, la souche Fun3 était capable de supprimer 80,39% de croissance

du pathogéne, cette souche a influencé forcément la croissance de Tom2 méme avec un filtrat

de concentration de 10%, elle inhibe 58,82% de la croissance de Tom2. Alors que le filtrat de

souche Fun42 a une concentration de 40% supprime 76,47% de la croissance du Tom?2. Les

filtrats des souches Funl3 et fun29 avec une concentration de 10% inhibent la croissance du

Tom?2 avec des taux d’inhibition trés faibles (7,84% et 11,76%, respectivement). L’analyse

statistique indique qu’il y a une différence significative entre les trois concentrations 10%,

20% et 40% lorsque p < 0.05 (Tableau 21).
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Tableau 21. L’analyse statistique de I’effet de concentration de filtrat sur la suppression de

Tom?2.

ANOVA
Somme des df Carré F Sig.
carres moyen
Entre 10013,717 2 5006,858 35,204 ,000
groupes
Au sein des 5546,683 39 142,223
groupes
Totale 15560,400 41
Comparaison multiple
Variable dépendante
Tukey HSD
95% intervalle de
(D ) Différence Std. ‘ confiance _
groupe moyenne (I- Sig. - Limite
S groupes ) Erreur . mete supéricur
inferieure .
10% 20% -3 1,22857: 3,91316 ,000 -40,7622 -21,6949
40% -42,29571 3,91316 ,000 -51,8294 -32,7621
20% 10% 3 1,22857** 3,91316 ,000 21,6949 40,7622
40% -11,06714 3,91316 ,020 -20,6008 -1,5335
40% 10% 42,29571: 3,91316 ,000 32,7621 51,8294
20% 11,06714 3,91316 ,020 1,5335 20,6008
*. La différence moyenne est significative au seuil de 0,05.

Pour la souche Tom3, la souche Fun3 attaque forcément la souche Tom3 en supprimant
sa croissance avec une concentration de filtrat de 40% et un taux d’inhibition de 87,76%.
Fun3 est considérée comme la souche la plus performante dans I’inhibition de la croissance
du phytopathogéne. D’un autre c6té, un pourcentage d’inhibition de 71,43% du croissance de
Tom3 est exercé par le filtrat de la souche Funl18. Deux pourcentages d’inhibition égaux de
10,20% sont observés pour les filtrats des souches Funl3 et Fun32 avec une concentration de
10%. L’analyse statistique montre la présence d’une différence entre la concentration 10% et
20% et entre la concentration 10% et 40% et 1’absence de différence entre la concentration

20% et 40% lorsque p < 0.05 (Tableau 22).
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Tableau 22. L’analyse statistique de ’effet de concentration de filtrat sur la suppression de

Tom3.

ANOVA
Somme, des Jf Carré F Sig.
carrés moyen
Entre groupes 10013,717 2 5006,858 35,204 ,000
Auseindes | s546 63 39 142,223
groupes
Totale 15560,400 41
Comparaison multiple
Variable dépendante
Tukey HSD
. 95% Intervalle de
M ) leferencc; Std. . confiance
groupes | groupes moyeJn ne (I- Erreur & Limite Limite
) inférieure supérieure

10% 20% -27,89929: 4,50750 ,000 -38,8809 -16,9176

40% -36,06571 4,50750 ,000 -47,0474 -25,0841
20% 10% 27,89929" 4,50750 ,000 16,9176 38,8809

40% -8,16643 4,50750 ,179 -19,1481 2,8152
40% 10% 36,06571" 4,50750 ,000 25,0841 47,0474

20% 8,16643 4,50750 ,179 -2,8152 19,1481

*. La différence moyenne est significative au seuil de 0,05.

Nos résultats montrent que le filtrat de culture de Fun3 inhibe fortement la germination
des spores des champignons pathogénes Tom2 et Tom3 (Figures 36 et 37). Ces résultats
indiquent que le filtrat de Fun3 rajouté au PDB pourrait libérer des métabolites diffusibles

extracellulaires qui inhibent la germination des spores des agents pathogenes d’Alternaria.
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Figure 36. Effet du filtrat de I’antagoniste Fun3 contre le phytopathogéne Tom2 (A : sans
filtrat, B : avec 10% de filtrat, C : avec 20% de filtrat, D : avec 40% de filtrat).

Figure 37. Effet du filtrat de I’antagoniste Fun3 contre le phytopathogéne Tom3 (A : sans
filtrat, B : avec 10% de filtrat, C : avec 20% de filtrat, D : Avec 40% de filtrat).

D’un autre c6té, le filtrat de la souche Funl8 appliqué a une concentration de 40% a
¢galement montré une activité inhibitrice importante contre la souche Toml (74,07%) et

contre la souche Tom3 (71,43%) (Tableau 19, Figures 38, 39).

151



Résultats et discussion

Figure 38. Effet du filtrat de I’antagoniste Fun18 contre le phytopathogéne Tom1 (A : sans
filtrat, B : avec 10% de filtrat, C : avec 20% de filtrat, D : avec 40% de filtrat).

Figure 39. Effet du filtrat de I’antagoniste Fun18 contre le phytopathogéne Tom3 (A : sans
filtrat, B : avec 10% de filtrat, C : avec 20% de filtrat, D : avec 40% de filtrat).

En plus, le filtrat de souche Fun42 avec une concentration de 40% supprime le
phytopathogéne Toml et Tom2 avec des pourcentages de 77,78% et 76,47% respectivement
(Tableau 19, Figures 40, 41).
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Figure 40. Effet du filtrat de I’antagoniste Fun42 contre le phytopathogéne Tom1 (A : sans
filtrat, B : avec 10% de filtrat, C : avec 20% de filtrat, D : avec 40% de filtrat).

Figure 41. Effet du filtrat de I’antagoniste Fun42 contre le phytopathogéne Tom2 (A : sans
filtrat, B : avec 10% de filtrat, C : avec 20% de filtrat, D : avec 40% de filtrat).

Cependant le filtrat de la souche Fun7 avec une concentration de 10% exerce une faible
activité inhibitrice contre la souche Tom1. Similairement, la souche Funl3 a montré une trés

faible activité inhibitrice par rapport aux autres souches, ou méme avec un filtrat de 40%, une
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faible inhibition de croissance des phytopathogénes Tom1, Tom2 et Tom3 a été notée (50%,

52.94% et 40.82% respectivement) (Figure 42, Tableau 19).

Figure 42. Effet du filtrat de 1’antagoniste Fun13 contre le phytopathogéne Tom3 (A : sans
filtrat, B : avec 10% de filtrat, C : avec 20% de filtrat, D : avec 40% de filtrat).

En comparant les résultats obtenus a partir de ce test avec les résultats de confrontation
directe, il a été remarqué que les souche Fun3, Funl8 et Fun42 exercent une forte activité
inhibitrice d’une maniére directe ou indirecte. Cela signifie que ces souches exercent leur
activité inhibitrice soit par un contact direct avec le phytopathogeéne ou par la sécrétion des
métabolites secondaires extracellulaires qui agissent en diminuant fortement le
développement des souches phytopathogénes. Ces souches posseédent probablement un
mécanisme d’antagonisme basé sur la sécrétion de métabolites secondaires a effet inhibiteur,
dont la production était améliorée par les conditions de la fermentation, mais moins
importante dans un milieu solide (test de confrontation sur gélose). La deuxiéme catégorie
comprenne la souche Act 11 qui donne un effet égal dans les deux tests (test de confrontation
directe et test de filtrat). La troisiéme catégorie décelée regroupe les souches qui ont plutdt
montré un bon effet inhibiteur dans le test de confrontation, c’est le cas des souches Fun7,
Funl13, Fun29, Fun32, Fun36 et Fun37. Cette différence d’effet peut €tre expliqué par un
mode d’antagonisme nécessitant un contact direct entre les deux mycéliums antagoniste et

pathogene, c’est le mode du parasitisme. Un autre mode plausible dans ce cas est la

154



Résultats et discussion

compétition par sécrétion d’enzymes ou de molécules chélateurs de minéraux favorisant la

croissance de I’antagonisme au profil du pathogene.

Dans notre étude, nous avons trouvé que les souches appartenant aux genres de
Penicillium et Aspergillus exercent un effet antagoniste remarquable pour lutter contre le
genre phytopathogéne de la tomate Alternaria. Dans le méme sens, Sreevidya et
Gopalakrishnan, (2016) ont constaté que le diamétre de la colonie de Fusarum solani a été
significativement diminué avec la présence de Penicillium spp. a un pourcentage d’inhibition
de 75%. Dwivedi, (2013) a confirmé la toxicité fongique de quatre especes d'Aspergillus (A.
niger, A. flavus, A. sulphureus Desm. et A. luchuensis Inui), et de deux especes de Penicillium
(P. citrinum Thom et P. italicum) contre le phytopathogeéne Alternaria alternata. Sreevidya et
Gopalakrishnan, (2016) ont montré 1’efficacité d’Aspergillus et ses métabolites contre le
phytopathogéne Botrytis cinerea, 1'agent causal de la maladie grise des plantes. Dans une
autre ¢tude, Thakur et Harsh, (2014) ont noté¢ que A. niger et P. sublateritium ont présenter
une efficacité antagoniste importante dans I’inhibition de la croissance mycélienne d’A.
alternata par la production de métabolites extracellulaires. Sempere et Santamarina, (2010)
ont rapporté¢ que la dégradation et la pénétration des parois cellulaires d'4. alternata est
causée par P. oxalicum qui produit des composants antifongiques et métabolites
extracellulaires comme les enzymes dégradant la paroi telle que les chitinases, glucanases et

protéases.

Ma et al., (2008) ont étudié le potentiel de Penicillium striatisporum comme agent de
lutte biologique contre les maladies causées par des agents pathogenes des plantes tels que
Phytophthora spp., Cladosporium cucumerium, et Sclerotinia sclerotiorium. Ces auteurs ont
suggéré que la suppression de ces agents pathogenes peut étre due a la production des
enzymes dégradant la paroi en premier temps et des métabolites toxiques antimicrobiennes

secrétés par 1’agent de la lutte biologique.

Partie 2. Criblage in planta de [Pactivité antifongique des souches

antagonistes contre le phytopathogene Alternaria sp.

Dans cette partie de notre étude, l'activité antifongique des souches candidats contre les
isolats phytopathogeéne d’Alternaria a été mise en évidence in planta sur des fruits de tomate
sains. Les souches Fun3, Funl8 et Fun42 ont choisi sur la base des résultats des tests

précédant qui ont montré leur performance dans 1’inhibition des pathogenes. Les filtrats des
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souches actives étaient injectés dans les fruits de tomate avant 1’inoculation fongique dans
I’objectif d’un effet protecteur. Les tomates inoculées par la solution sporale d’Alternaria et
non traités (contrdle) ont manifest¢ des symptomes de brilure une semaine apres
l'inoculation. Ces symptdmes ont évolué vers une nécrose. Cependant, les plantes inoculées et
traitées avec le filtrat des souches Fun3, Funl8 et Fun42 étaient similaires aux fruits témoins
saines, c’est-a-dire n’ont manifestés aucun symptome d’infection fongique. Ces résultats
indiquent que le traitement des tomates avec le filtrat des souches antagonistes actives est

efficace pour prévenir l'apparition des symptomes (Figure 43).

F Fun3-S Tom3

(F fun18-S Tom1) (F Fun18)

(S Tom3) (F Fun18-S Tom3) (F Funl8)
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(F Fun42-S Toml)

(S Tom2) (F Fun42-S Tom2) (F Fun42)

Figure 43. Résultats de I’effet in planta des filtrats des antagonistes sur les tomates infectées
par Alternaria (S : solution sporale, F : filtrat, Fun : antagoniste fongique, Tom :
phytopathogene).

Suite a leur inoculation par les solutions sporales des souches phytopathogénes Tom1, Tom2
et Tom3, les fruits de tomates ont manifestées des I1ésions bien caractéristiques du genre
Alternaria au niveau des spots d’inoculation (Figure 43). Contrairement a ca, les observations
faites sur une période de 4 jours apres I’expérience ont montré que I’application préalable des
filtrats des antagonistes a entrainé soit une diminution remarquable du développement des
souches d’Alternaria par apport au témoin non protégé, c’est le cas des couples Fun18-Tom3,
Fun42- Toml et Fun42-Tom2, ou une absence totale du développement du pathogéne, c’est le

cas des couples Fun42-Tom1 et Fun3-Tom3 (Figure 43).

Tableau 23. Résultats de ’activité antifongique des filtrats des antagonistes in planta.

Efficacité de biocontrole (%)
Filtrat des antagonistes Toml Tom?2 Tom3
actives
Fun3 / 70 100
Funl8 100 / 75
Fun42 55,56 80 /

(/) : n’est pas testé.

Le diametre de la 1ésion mesuré sur les fruits de tomate traités par le filtrat de culture de
Fun3 ¢tait inférieur a celle des fruits qui ont été inoculées par la solution sporale de

phytopathogéne seule (Figure 43). Cela suggere que le filtrat de cette souche a
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significativement réduit les Iésions causées par Alternaria sur les fruits. De plus l'efficacité de
la lutte biologique s'est avérée étre de 70 % pour Tom2 et 100 % pour Tom3 lorsque les
plantes ont ¢été traitées le filtrat de Fun3 (Tableau 23).

D’un autre coté, le filtrat de la souche Funl8 a réduit les symptomes de la maladie avec
un pourcentage de 100% pour Tom1 et 75% pour Tom3 (Tableau 23). Il a réduit le diamétre
de 1ésion d’une manicre significative (Figure 43). Le filtrat de Fun 42 donne une efficacité de
55,56% pour lutter contre Tom1 et 80% pour Tom2. En présence de filtrat Fun3 et Fun 18 les
tomates sont totalement protégées contre Tom3 et Tom1, respectivement.

Les souches Fun3, Funl8 et Fun42 issues des sols agricoles inhibent la croissance des
souches Alternaria sp. in vitro, mais également in planta. Les expériences d'Arfaoui et al.,
(2006) ont indiqué que les résultats in vitro sont différents de celle in planta. Nos résultats
sont en accord avec l'idée que les microorganismes antagonistes efficaces in planta ne sont
pas nécessairement les plus efficace in vitro et vice versa, ce qui reflété par les valeurs
d’inhibition différents entre les deux tests. L’activité anti-Alternaria étudiée dans le présent
travail peut étre expliquée par le pouvoir de ces souches performantes a produire des
substances antifongiques. Cela est reflété par la capacité des filtrats des antagonistes a réduire
ou a inhiber le développement de 1’agent phytopathogéne de maniére directe ou indirecte
aussi in vitro que in planta. De nombreux chercheurs ont sélectionné des antagonistes en
combinant des méthodes in vitro et in planta. Les essaies in vitro sont plus pratiques et
rapides pour examiner l'effet inhibiteur des souches. Cependant, les conditions in vitro ne
peuvent pas produire le méme effet inhibiteur que les conditions expérimentales in planta
(Wang et al., 2008 ; Shi et Sun, 2017). Dans cette ¢tude, la méthode de criblage in planta a
¢té utilisée en se basant sur de résultats de ciblage in vitro afin d'éviter les incohérences entre
in vitro et in planta.

De nombreux études ont montré que les mécanismes de lutte biologique pour protéger et
améliorer la résistance des plantes contre les maladies varient selon la souche antagoniste.
Certaines souches agissent individuellement, d'autres par contre donnent un meilleur effet en
consortium avec d’autres souches et d’autres en symbiose avec la plante hote. Lorsqu'elles
sont utilisées sur le terrain, les souches antagonistes sont souvent affectées par des facteurs
externes tels que 1'humidité du sol, la température, pH, 1'état de croissance des cultures et
d'autres microorganismes dans la plante. L’extrapolation des résultats d’expériences faites en
laboratoire sur champ, est donc un processus compliqué d’extrapoler (Dong et al., 2021).
Etant donné que le mécanisme d’antagonisme est un processus compliqué qui est géré et

affecté par de nombreux facteurs directes et indirectes, des études supplémentaires faites sur
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terrain seront nécessaires pour mieux comprendre ’effet de nos souches comme possibles

agents de lutte biologique.

Partie 3 : Criblage in silico du potentiel de biocontrole de métabolites

secondaires fongiques et actinomycétales
1. Modélisation homologue des cibles enzymatiques
1.1.1dentification et sélection des templates (matrices) des enzymes cibles

Dans la premicre étape du processus de la modélisation, les templates des enzymes
¢tudiées (cystathionine béta lyase, homoserine O-acétyltransférase, glutathione réductase,
pecate lyase, scytalone dehydratase, thioredoxin peroxidase, thioredoxin réductase, 3HNR
(1,3,8-trihydroxynaphthalene  reductase) et 4HNR (1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene
reductase) ont été recherchées par I’interrogation de la base de données de recherche de
similarit¢ BLAST contre la base de donnée PDB, en introduisant les séquences protéiques des
enzymes étudiées.

Apres avoir obtenu une liste de templates potentiels, nous avons sélectionné les top
quatre entrés les plus apparentées des protéines cibles. Le choix des templates potentiels a été
basé sur les points suivants :

- Un pourcentage d’identité ¢levée.

- Une faible valeur d’E.value.

- Un pourcentage ¢levé de couverture de la séquence requéte.

A mesure que la similarité globale de la séquence template avec la séquence cible
augmente, la qualit¢ de la matrice augmente également. La régle la plus simple pour la
sélection du template consiste a sélectionner la structure qui présente la plus grande similarité
de séquence avec la séquence modélisée.

Toutes les protéines templates sélectionnées ont un pourcentage d’identité supérieure a
30% (Tableau 24) ce qui signifient que ces données sont des bons résultats, cette remarque
est confirmée par Xiang, (2006) qui rapporte que si la séquence requéte a une identité¢ de
séquence ¢levée (> 30%) avec une séquence donnée, la détection d'homologie est assez
solide, mais lorsque l'identité de séquence est inférieure a 30 %, les résultats d'homologie de
BLAST ne sont pas fiables. De méme, Adebiyi et Olugbara (2021) montrent qu’une identité
de séquence de 30 % ou plus a été considérée comme un résultat important dans le processus
de la recherche de similarité. La valeur attendue (E) est un parameétre qui signifie le nombre
de résultats que 1'on peut "s'attendre" a voir par hasard lors d'une recherche dans une base de

données d'une taille particuliere. Il réduit de fagon exponentielle a mesure que le Score (S) du
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match augmente. Principalement, la valeur E décrit le bruit de fond aléatoire. Par exemple,
une valeur E de 1 attribuée a un hit peut étre interprétée comme signifiant que dans une base
de données de la taille actuelle, on pourrait s'attendre a voir 1 correspondance avec un score
similaire simplement par hasard. Plus la valeur E est faible, ou plus elle est proche de zéro,
plus la correspondance est "significative" (Boratyn et al., 2012). Les séquences templates
s¢lectionnées présentes toutes des valeurs E-values faibles et satisfaisants (Tableau24).

Tableau 24. Séquences templates choisies pour la modélisation des structures 3D des

enzymes cibles d’Alternaria sp.

Enzymes P‘Er]i;ﬂ t(elu Longzzur M Identité (%) Clzu(:;iiuz‘;f)le E-value
- 11BJ 464 50,55% 80% 6e-126
£ 9 7D70 377 43,50% 78% 2e-99
2 é ES 4100 388 42,58% 80% le-94
O 7MD1 380 40,05% 80% 5¢-93
o o 2HQM 479 54,12% 99% 2e-168
g 3 2GRT 463 50,11% 98% 3e-150
g = 8 1GRT 478 50,11% 98% 4e-150
o 2 1XAN 461 50,54% 98% 4e-148

3B90 226 35,08% 72% 8e-25

2o 4U49 347 35,11% 71% le-24
3 S 3B4N 344 35,08% 72% 2e-24
1EE6 197 44.,55% 41% 9e-21

= = 2VAT 444 50,19% 79% le-72

2888 2VAV 444 49,03% 79% 4e-72
E o2 2PL5 366 36,97% 67% le-43

= 87 5W8P 370 37,02% 66% 3e-32
= = 1STD 172 74,38% 86% 4e-91

vc:ij oS 9 3STD 165 74,38% 86% 6e-91
> == 4STD 164 74,38% 86% 7e-91

@ 11DP 172 73,75% 86% 6e-90

1YBV 283 74,71% 100% le-85
%‘ 1DOH 283 74,71% 100% le-85
= 31S3 270 63,31% 99% 9e-70
3ITD 270 62,72% 99% 5e-69
1YBV 283 74,71% 100% le-85
= 1DOH 283 74,71% 100% le-85
E 31S3 270 63,31% 99% 9e-70
3ITD 270 62,72% 99% 5e-69
3SBC 216 65,10% 85% le-89
£ 9 SEPT 217 63,35% 85% 2e-86
S g 5DVB 217 62,83% 85% 6e-85
% g 85%
== 6UTL 216 62,83% ’ 6e-85
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6BPY 374 59,63% 100% le-158
Sw4C 371 61,06% 94% 3e-141

3ITJ 338 60,25% 90% 2e-133
3D8X 326 60,31% 89% 3e-132

Thioredo
Xin
réductase

La couverture de la requéte est le pourcentage de la longueur de la requéte incluse dans
I’alignement. D’aprés nos résultats tous les templates sélectionnés ont un pourcentage de
couverture supérieur a 70%, exception faite pour le template 1EE6 de la pecate lyase qui a
montré le pourcentage de couverture le plus faible (=41%) (Tableau 24).
1.2.Modélisation homologue des enzymes cibles

Cette étape a été réalisée en utilisant le programme Modeller version 10.1. Les séquences
résultantes répondant aux critéres de sélection précédemment discutés ont été sélectionnées
pour une modélisation d'homologie comparative. Les fichiers ".pdb" respectifs des protéines
templates ont été¢ téléchargés et utilisés comme matrices. Il existe plusieurs critéres pour
sélectionner le meilleur modele parmi les différents modeles générés par Modeller 10.1. Les
critéres le plus important et largement pratiqué incluent la sélection du modéle avec le score
DOPE score « Energie Protéique Discréte Optimisée » le plus bas.

Les meilleurs modeles choisis pour les protéines sont résumés dans le tableau 25.

Tableau 25. Résultats de score DOPE des meilleurs modéles

Enzyme cible DOPE score (Kcal/mol)
Cystathionine -lyase -42010,35156
Glutathione reductase -47868,01172
Pecate lyase -20865,27148
Homoserine O-acétyltransférase -47908,71094
Scytalone dehydratase -18557,57813
Thioredoxin peroxidase -23433,55664
Thioredoxin réductase -32814,88672
3HNR -27961,42969
4HNR -26139,03711

Un score DOPE est une méthode basée sur le potentiel de distance entre les atomes et est
utilisée comme fonction de score dans MODELLER (Takei et Ishida, 2022). DOPE est un
potentiel statistique dépendant de la distance atomique basé sur un état physique de référence
qui explique la taille finie et la forme sphérique des protéines par exemple atomes C, les
angles, les distances, l'accessibilité au solvant (Lam et al., 2017).

Les modeles avec les scores DOPE relativement faible ont été sélectionnés pour des
calculs supplémentaires car les valeurs de faible score DOPE indiquent une structure 3D plus

stable (Muhammed et al, 2019).
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2. Evaluation des modéles protéiques

La validation des mod¢les est utilisée pour vérifier toute erreur ou déviation potentielle
par rapport a la protéine normale. Cette étape est de la plus haute importance pour une étude

d'amarrage moléculaire (Guo et al., 2020).

L'évaluation RMSD (Root Mean Square Deviation) ou déviation quadratique moyenne
des positions atomiques, est un outil efficace pour obtenir des informations sur la
conformation d'une protéine. Le RMSD mesure la différence entre les positions des atomes C
entre deux protéines. Le RMSD de deux structures alignées indique leur divergence l'une par
rapport a l'autre. Plus I'écart est petit, plus les deux protéines sont spatialement équivalentes
(Sefid et al., 2013).

A l'aide du logiciel Pymol, les valeurs de RMSD des protéines mode¢les sont calculées et

mentionnées dans le tableau 26.

Tableau 26. Résultat des valeurs RMSD des protéines modélisées.

RMSD

0,106 (309 atomes C alignés)
0,159 (376 atomes C alignés)
0,398 (120 atomes C alignés)

Enzyme cible
Cystathionine B-lyase
Glutathione reductase
Pecate lyase

Homoserine O-acétyltransférase

0,104 (273 atomes C alignés)

Scytalone dehydratase

0,115 (139 atomes C alignés)

Thioredoxin peroxidase

0,093 (149 atomes C alignés)

Thioredoxin réductase

0,266 (292 atomes C alignés)

3HNR
4HNR

0,285 (260 atomes C alignés)
0,102 (214 atomes C alignés)

On remarque que tous les résultats de RMSD des protéines étudiées sont bas et inférieur a
2,0A. Ces résultats reflétent un bon appariement des modeéles avec leurs protéines templates
cristallisés. Xiao et al., (2018) rapportent qu’une valeur RMSD inférieure a 2,0A° est un
excellent indicateur de la fiabilit¢ du mod¢le protéique. De méme, Ramirez et Caballero,
(2018) ont utilisé trois classifications de RMSD différentes : (a) bonne solution lorsque
RMSD <2,0 A, (b) solutions acceptables lorsque RMSD est compris entre 2,0 et 3,0 A, et (c)
mauvaises solutions lorsque RMSD > 3,0A.

La qualité¢ stéréochimique et la précision des modeles ont été testées a l'aide des

programmes PROCHECK, VERFIY3D et ERRAT, leurs résultats sont mentionnés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 27).
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Tableau 27. Résultat des scores de la qualité des modeles étudiés par les différents

programmes d’évaluation

Ramachandran Plot

Verify
, y . Les 3D
Modele’s de.s’protemes Régions résidus (score >= | ERRAT | Z-score Qrpean
étudiées les plus dans la 0.2) Dis Co
préférées région )
interdite
Homoserine O acetyl 85.4% | 14% | 69,75% | 52,8662 | -7.93 | 0,62
transférase

Thioredoxin reductase 88,6% 0,3% 84,83% | 75,7925 -7,46 0,73

Thioredoxin peroxidase 92,8% 0,5% 86,16% | 76,7442 -7,22 0,71

Glutathione reductase 90,8% 0% 92,26% | 73,5683 -9,82 0,76

Pecate lyase 80,2% 0,5% 76,54% | 47,8632 -4,28 0,49

Scytalone dehydratase 90,2% 0% 78,92% | 79,6407 -5,38 0,76

Cystathionine beta — lyase 91,0% 0,5% 78,94% | 63,7647 -8,88 0,70

3HNR 92,1% 0,4% 94,76% | 97,2763 -7,62 0,83

4HNR 92,2% 0,9% 93,16% | 88,6275 -7,62 0,78

L'analyse PROCHECK a fourni un graphique nommé graphique de Ramachandran pour

chaque modele protéique. Ce graphe montre les schémas de distribution des résidus dans

différentes régions (Figure 44).
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Figure 44. Résultat de I’analyse de PROCHECK des enzymes modeles (A: cystathionine beta
— lyase, B: Glutathione reductase, C: Homoserine O acetyl transférase, D: pecate lyase, E:
Scytalone dehydratase, F: thioredoxin peroxidase, G: Thioredoxin reductase, H: 3HNR, I:

AHNR).

Le graphique de Ramachandran est 1'une des méthodes les plus anciennes et les plus

fiables de détermination de la qualité de la structure des protéines. Il décrive la distribution

bidimensionnelle des angles de torsion du squelette protéique (phi(¢), psi(y)) (Sobolev et al.,

2020). Cette analyse affiche les angles de torsion ¢ et v de la chaine principale pour chaque

résidu. Les résidus ont tendance a se regrouper dans certaines régions privilégiées et sont
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exclus de certaines régions non autorisées principalement en raison de 1’encombrement
stérique entre la chaine latérale Cp et la chaine principale en formant les hélices a et feuillets
B. La glycine et la proline ont des distributions différentes, ou les régions favorisées sont
doublées en raison de I'absence de chaine latérale pour la glycine, et I'angle v est fortement

limité a —60° pour la proline (Elsliger et Wilson, 2012).

D'apres les graphiques, il est facile de voir que certaines régions contiennent beaucoup
plus de points noirs que d'autres. Celles-ci sont appelées régions autorisées et les angles
correspondants sont appelés angles autorisés ou favorables (régions rouges et jaunes).
D'autres régions sont moins favorables et sont peu peuplées dans des structures de bonne
qualité (couleur beige). Ceci est le résultat d'un encombrement stérique, certaines rotations
autour de la chalne polypeptidique rapprocheront trop les atomes les uns des autres, créant
une répulsion stérique. Pour cette raison, le tracé de Ramachandran sert d'indicateur important
de la qualité des structures tridimensionnelles. Cependant, nous pouvons parfois trouver des
acides aminés avec mauvais angles de torsion pour une bonne raison : la présence d’haute
énergie créée dans une structure par certains résidus dans des angles défavorables peut étre
utilisée par la protéine créant des régions défavorables. Une autre exception au principe de
regroupement autour des régions a et 3 est fournie par la glycine. La glycine n'a pas de chaine
latérale, ce qui permet une grande flexibilit¢ dans la chaine polypeptidique, rendant
accessibles des angles de rotation autrement interdits. C'est pourquoi la glycine se trouve dans
les régions en boucle, ou la chaine polypeptidique doit faire un virage serré. La proline
contrairement a la glycine fixe les angles de torsion, trés proche de celle d'un brin  allongé

(Ramachandran ez al., 1963).

Les acides aminés avec des angles de torsion compris entre -180 < ¢ < 0°, -100 < y < 45°
sont considérés comme étant dans la région de 1’hélice a. Les acides aminés avec des angles
de torsion compris entre -180 < ¢ < -45°, 45 <y < 180° sont considérés comme étant dans la
région du la feuilleté B. La zone 0 < ¢ < 180, -90 < y < 90 est appelée la région de virage

(Hovmadller et al., 2002).

Les régions favorables correspondent aux structures secondaires régulieres et sont
regroupés en trois régions principales : (1) une conformation de feuilleté B dans le quadrant
supérieur gauche, (2) d'hélices a droites en haut du quadrant inférieur gauche, et (3) hélices a
a gauche du coin supérieur du quadrant droite (Elsliger et Wilson, 2012). D’apres les

résultats obtenus pour nos protéines modélisées, la majorité des résidus des modéles se situent
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dans les trois régions favorables. De tels chiffres attribués par le graphique de Ramachandran

représentent une bonne qualité des modeles prédits.

En remarquant que les modéles des enzymes thioredoxin peroxidase, glutathione
reductase, scytalone dehydratase, cystathionine beta-lyase, 3HNR et 4HNR présentent des
résidus dans les régions favorisées avec des pourcentages supérieurs a 90%. Cela signifie que
ces enzymes ont une structure de bonne qualité. Au contraire, les modeles des enzymes
homoserine O acetyl transférase, thioredoxin reductase et pecate lyase ont des pourcentages
de résidus favorisés inférieurs a 90%. Cela signifie que ses structures ont une qualité
stéréochimique plus faible que le premier groupe. Une structure avec > 90 % de ses résidus
dans les régions les plus favorisées est considérée comme une structure de bonne qualité (Rai

et Rieder, 2012).

La stratégie Verify3D évalue la structure des protéines en utilisant des profils
tridimensionnels. Verify 3D Détermine la compatibilité d'un modéle atomique (3D) avec sa
propre séquence d'acides aminés (1D) en attribuant une classe structurelle en fonction de son
emplacement et de son environnement (alpha, béta, boucle, polaire, non polaire, etc.) et en
comparant les résultats aux bonnes structures (Beg et al.,, 2018). Chaque position de résidu
dans le modele 3D est caractérisée par son environnement et est représentée par une rangée de
20 chiffres dans un « profil 3D » (axe des x). Ces nombres sont les préférences statistiques,
appelées scores 3D-1D, de chacun des 20 acides aminés pour cet environnement. Les
environnements de résidus sont définis par trois parametres : la zone du résidu enfoui dans la
protéine et inaccessible au solvant, la fraction de la zone de la chaine latérale couverte par les
atomes polaires (O et N) et la structure secondaire locale. Le score de profil 3D, représentent
la compatibilité¢ de la séquence avec le modéle qui est la somme de toutes les positions de
résidus, des scores 3D-1D pour la séquence d'acides aminés de la protéine. La prédiction
d'une structure protéique a partir d'une séquence nécessite un lien entre la structure 3D et la
séquence 1D. Le programme VERIFY3D fournit ce lien en réduisant une structure 3D a une
chaine 1D de classes environnementales. Par conséquent, la méthode peut étre utilisée pour
évaluer n'importe quel modele protéique ou pour mesurer la compatibilité de n'importe quelle
structure protéique avec sa séquence d'acides aminés (Eisenberg et al., 1997). Les mode¢les
qui sont largement incorrects ou les modéles qui contiennent un petit nombre de segments mal
construits peuvent étre détectés par des régions a faible score dans le profil 3D (sous la barre).
La figure 45 représente les profils 3D tracés contre les séquences en acides aminés des

enzymes modélisées. Les modéles prédites montrent des profils avec des scores moyennes
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(average scores) supérieures a 0 tout au long de la mojorité des modeles. Quelques exceptions
sont ¢galement a noter ou les scores moyennes de quelques segments protéiques descends au-
dessous du 0, cela peut étre expliqué par des incohérences de correspondance de la structure
3D de ces segments avec leurs séquences en acides aminés. Ces situations apparaissent
probablement dans les parties des loops protéiniques qui sont des régions plus flexibles du

reste de la conformation 3D.
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Figure 45. Résultat de I’analyse Verify 3D des enzymes mode¢les (A : cystathionine beta — lyase, B : Glutathione reductase, C : Homoserine O acetyl
transférase, D : pecate lyase, E : Scytalone dehydratase, F : thioredoxin peroxidase, G : Thioredoxin reductase, H : 3HNR, I : 4HNR).
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Les valeurs de Verify3D des protéines modeles étudiées varient entre 69,75% et 94,76% (Tableau
27). Selon Eisenberg ef al., (1997), pour qu'une structure protéique soit qualifiée de suffisamment fiable,
elle doit avoir au moins un score de compatibilité¢ (3D-1D) de 80%. Les enzymes thioredoxin reductase,
thioredoxin peroxidase, glutathione reductase, 3HNR et 4HNR ont des valeurs supérieures a 80%.
Cependant, les enzymes scytalone dehydratas, cystathionine beta lyase, homoserine O acetyl transférase
et pecate lyase ont des valeurs inférieures a 80%. Par conséquent, les structures 3D du premier groupe des

enzymes modélisée sont considérées comme ayant une qualité stéréochimique trés satisfaisante.

ERRAT est un serveur qui approuve la structure des protéines sur la base de la connexion non
covalente (non-liée) entre différentes sortes d'atomes (Beg et al., 2018). Le programme ERRAT analyse
donc les fréquences relatives des interactions non covalentes entre atomes de différents types. Trois types
d'atomes sont considérés (C, N et O), et par conséquent six types d'interactions sont possibles (CC, CN,
CO, NN, NO et OO). ERRAT fonctionne sous I'hypotheése que différents types d'atomes seront distribués
de maniere non aléatoire les uns par rapport aux autres dans les protéines en raison de considérations
géométriques et €nergétiques complexes, et que des erreurs structurelles conduiront a des anomalies
détectables dans le schéma des interactions. L'évaluation des interactions non liées est soumise aux
restrictions suivantes : la distance entre les deux atomes dans l'espace est inférieure a une limite
prédéfinie, généralement 3,5 A, et les atomes dans le méme résidu ou ceux qui sont liés de maniére

covalente I'un a l'autre ne sont pas considérés (Colovos et Yeates, 1993).

L'analyse ERRAT a été effectuée pour vérifier la configuration du squelette 3D des modéles prédits.
Les résultats obtenus sont regroupés dans la figure 46. Les valeurs d'erreur sont tracées en fonction de la
position d'une fenétre glissante a 9 résidus. La fonction d'erreur est basée sur les statistiques des
interactions atome-atome non liées dans la structure rapportée (par rapport a une base de données de
structures fiables a haute résolution). Dans la figure 46, il est possible de distinguer 3 régions différentes
pour chaque modele reflétant différents niveaux de confiance. Les régions de la structure qui peuvent étre
rejetées au niveau de confiance de 95 % sont jaunes ; en cas générale on s'attend a ce que 5 % d'une
bonne structure protéique ait une valeur d'erreur supérieure a ce niveau. Les régions pouvant étre rejetées
au niveau de 99 % sont indiquées en rouge. Les régions non colorées en revanche reflétent un bon niveau

de confiance de la structure prédite a ces niveaux.

En général, une structure a haute résolution génére des valeurs égales ou supérieures a 95 (Colovos

& Yeates, 1993). Avec une valeur de 97,2763, la structure modélisée de 3HNR d'A. alternata est donc
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considérée comme de treés haute qualité stéréochimique. Celle-ci est suivie par le modele 4HNR avec une
valeur de 88,6275 ou les régions non colorées de ces deux modeles sont plus nombreuses indiquant donc
un bon niveau de confiance (Figure 46). Alors que les deux enzymes Homoserine O acetyl transférase et
Pecate lyase ont présenté les plus faibles valeurs (52,8662, 47,8632, respectivement) et leurs graphes

présentent plusieurs régions rouges indiquant un faible niveau de confiance.
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Figure 46. Résultat de I’analyse ERRAT des enzymes modeles (A : cystathionine beta — lyase, B : Glutathione reductase, C : Homoserine O

acetyl transférase, D : pecate lyase, E : Scytalone dehydratase, F : thioredoxin peroxidase, G : Thioredoxin reductase, H : 3HNR, I : 4HNR).
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Figure 47. Résultat de 1’analyse ProSA et Z-score des enzymes modeles (A : cystathionine beta — lyase, B : Glutathione reductase, C : Homoserine O acetyl
transférase, D : pecate lyase, E : Scytalone dehydratase, F : thioredoxin peroxidase, G : Thioredoxin reductase, H : 3HNR, I : 4HNR).

172



Résultats et discussion

L'outil PROSA est un autre moyen d’évaluation de la qualit¢ des modéeles prédits, il
fournit des informations sur la qualité globale des modéles. La qualité globale du mode¢le est
représentée par le Z-score, plus la valeur est négative, meilleure est la précision de la structure
(Beg et al., 2018). Le score Z sert d'indicateur de la qualité globale des structures 3D prédites
et détermine I'écart d'énergie moyen en ce qui concerne la distribution d'énergie dérivée de
conformations aléatoires (Numan et al., 2021). Pour les mode¢les prédits dans cette étude, les
scores Z varie de -4.28 et -9.82 (Tableau 27). Comme le montre la figure 47, le point noir
pour chaque modele montre que le score Z du modele se situe dans la plage des scores trouvés
pour les protéines natives de taille similaire dans PDB. Z-score avec des valeurs nulles et
négatives sont liées aux modeles les plus stables (Pourseif et al, 2019). En général, les
valeurs positives correspondent a une partiec mauvaise ou erronée d'un modele (Hooda ez al.,
2012). Le Z-score négatif du modele d'homologie est obligatoire pour détenir Ia

caractéristique d'étre un bon modele (Negi et al., 2013).

QMEAN DisCo est une fonction de notation composite capable de dériver des
estimations de qualités globales (c'est-a-dire pour l'ensemble de la structure) et locales (c'est-
a-dire par résidu) sur la base d'un modele unique en évaluant l'accord des distances résidu-
résidu par paires avec des ensembles de contraintes de distance (DisCo) extraites de structures
homologues au modele évalué. Le score QMEANDIsCo est 1'estimation d'erreur fournie pour
un grand nombre de mod¢les. Comme la fiabilité de la prédiction dépend fortement de la taille
du modele, I'estimation d'erreur fournie est calculée sur la base de modéles de taille similaire a
I’entrée (Studer et al., 2020). L’analyse QMEAN DisCo a ¢galement été utilisée pour évaluer

et valider les modéles et ses résultats sont illustrés dans la figure 48.
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Figure 48. Résultat de I’analyse QMEAN DisCo des enzymes modeles (A : cystathionine beta — lyase, B : Glutathione reductase, C : Homoserine O acetyl
transférase, D : pecate lyase, E : Scytalone dehydratase, F : thioredoxin peroxidase, G : Thioredoxin reductase, H : 3HNR, I : 4HNR).
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Les valeurs de QMEAN DisCo des protéines étudiées variées entre 0,49 et 0,83. Le
mod¢le de la pecate lyase a montré le plus faible valeur (QMEAN DisCo=0,49), alors que la
plus haute valeur a été émise par le modele 3HNR (QMEAN DisCo=0,83) (Tableau 27). Il a
été rapporté que des scores QMEAN avec des valeurs qui tournent autour de zéro reflétent
une grande concordance entre les structures modeles et structures expérimentales de taille
similaire, alors que des scores de -4,0 et moins indiquent que les modeles sont de mauvaises
qualités (Bahar et al., 2019). Dans les graphes obtenus dans la figure 48, les pics bleus
reflétent les segments de protéine avec un niveau de confiance €levé, lors que les pics rouge
présentes sous la barre reflétent des segments avec des niveaux de confiance faibles. On peut

donc conclure que nos mode¢les sont de qualité satisfaisante.

En se basant sur I’ensemble des résultats obtenus depuis les différents tests d’évaluation
des enzymes modélisées de A. alternata, 1a protéine modélisée 3HNR a montré la plus grande
stabilit¢ parmi les modéeles prédits. Ce modele s'est avéré avoir une structure stable et
suffisamment bonne et fiable pour étre utilisée dans une enquéte in silico comme cible pour
les biofongicides. De 1’autre co6té, le modele de la pecate lyase s’est révélé avoir moins de
stabilité, et qu’il doit subir une étape supplémentaire de minimisation avant d’étre utilisé¢ dans
le docking moléculaire. De méme, les autres modeles nécessitent une étape de minimisation
de leur énergie dans une tentative de corriger les contraintes atomiques et de se rapprocher a

I’état natif de chaque enzyme.

3. Prédiction de site active de protéine modéle

L'analyse des structures protéiques pour le site actif est souvent considérée comme le
point de départ des études d'amarrage protéine-ligand. Le site actif d'une enzyme comprend
un site de liaison au substrat et un site catalytique. L'enzyme se lie a un substrat spécifique
afin de catalyser une réaction chimique, tandis que le site catalytique se trouve a c6té du site
de liaison, effectuant la catalyse. Certaines enzymes nécessitent 1'aide de cofacteurs pour leurs
activités. La plupart des cofacteurs sont connectés au site actif de 1’enzyme (Hasan et al.,
2021).

Les sites actifs des structures modéles ont été analysé a 'aide du serveur CASTp et les
résidus d'acides aminés des sites actifs ont également été déterminés. Le résultat a ensuite été

visualis¢ a 1'aide de PyMOL et Discovery Studio (Tableau 28).
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Tableau 28. Résultat de résidus catalytiques des sites actifs des enzymes modeles et

templates
Enzymes Résidus catalytiques de tamplate Résidus  catalytiques de
I’enzyme modele
Cystathionine Lysine278, Tyrosinel81, | Arginine388, Tyrosinel37,
béta lyase Aspartate253, Glycinel57, | Valine360, Arginine396,
Thréonine277, Argininel29, | Lysine236
Tyrosinel27, Méthionine158
(Breitinger et al., 2001).
Homoserine O- | Sérine149, Histidine362, Aspartate333 | Leucine78, M¢éthioninel70,
acétyltransférase, | (Lejon et al., 2008). Leucine386, Tyrosine198,
Phénylalanine433, Leucine432.
Glutathione Cystéine61, Cystéine66 Cystéine45, Glycinel4,
réductase (Yu et Zhou, 2007). Glycinel8, Thréonine44
Pecate lyase Lysine224, Lysine249, Argénine252, | Aspartate84,  Asparaginel33,
Aspartate 195 (Creze et al., 2008). Cystéinel58, Glycine52
Scytalone Histidine110, Valine108, Aspartate31, | Histidine83, Valinel06,
dehydratase Histidine85, Tyrosine30, Sérinel29, | Tyrosine28, Tyrosine48,
Asparaginel31, Tyrosine50 | Leucinel 67, Argininel 64
(Lundgqvist et al., 1994).
Thioredoxin Thréonine44, Argininel23, Sérine47, | Thréonine54, Argininel33,
peroxidase Glutamate50, Argininel46, Proline40, | Proline50, Valine56
Cystéinel70
(Tairum et al., 2012).
Thioredoxin Cystéinel45, Cystéinel148, | Cystéinel45, Cystéine148,
réductase Aspartate149, Thréonine50, | Thréonine48, Thréonine47,
Thréonine49, Thréonine48, | Argininel28, Sérine143
Thréonine47, Alanine4l, Valinel52,
Glutamine139, Isoleucinel54,
Phénylalanine155
(Marshall et al., 2019)
3HNR Sérine164, Isoleucinel65, | Sérinel49, Isoleucine150,
Tyrosinel78, Méthionine215, | Tyrosinel63, Glycinel95,
Tyrosine216, Cystéine220, | Tyrosine208, Méthionine200
Tyrosine223, M¢éthionine283,
Tryptophane243
(Liao et al., 2001).
4HNR Valinel18, Sérinel64, Isoleucinel65, | Sérinel48, Tyrosinel62,
Tyrosinel78, Glycine210, | Isoleucinel149,  Histidine102,
M¢éthionine215, Valine219, | Glycinel94,  Méthionine199,
Cystéine220, Tyrosine223, | Glycine203, Valine207,
Tryptophane243 Méthionine283 Arginine204.

(Andersson et al., 1996).

176




Résultats et discussion

Les poches prédites par CASTp et les résidus catalytiques des protéines modeles
visualisés par Pymol sont illustrées a la figure 49 ; ou les sites actifs et leurs acides aminés

sont colorés en rouge.
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)

Figure 49 : résultat de 1’analyse de sites actifs des enzymes mode¢les par le serveur CastP, Pymol et Discovery Studio (A : cystathionine beta

— lyase, B : Glutathione reductase, C : Homoserine O acetyl transférase, D : pecate lyase, E : Scytalone dehydratase, F : thioredoxin

peroxidase, G : Thioredoxin reductase, H : 3HNR, I : 4HNR).
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4. Docking moléculaire

L'amarrage moléculaire est une méthode importante dans le domaine de la conception
assistée par ordinateur de médicaments/pesticides. Elle peut étre utilisée pour générer des
conformations tridimensionnelles (3D) de petites molécules (ligands) liées a une cible
macromoléculaire (protéine) ou pour prédire laquelle de ces conformations est la plus proche
de celle d'une molécule de référence (Li et al., 2020). Une interface AutoDock Vina, est un
moteur pour la mise en place de simulation d'amarrage, est également disponible en tant que

partie intégrée du programme moléculaire UCSF Chimera (Di Muzio et al., 2017).

Le criblage virtuel joue un réle important dans les processus de découverte de composés
antifongiques car il est rapide, rentable et réduit considérablement le nombre de composés a
cribler dans les essais in vitro. Dans 1'approche de criblage basée sur la structure, des bases de
données comprenant des structures chimiques de milliers a des millions de composés sont
criblées par rapport aux résidus du site actif d'une protéine cible pour prédire les molécules a

bioactivité antifongique, antibactérienne et antiparasitaire (Gallinger et al., 2022).

L'identification des conformations et des liaisons les plus probables au sein d’un
complexe protéine-ligand nécessite deux étapes : (i) l'exploration d'un grand espace
conformationnel représentant divers modes de liaison potentiels ; (ii) une prédiction précise
de 1'énergie d'interaction associée a chacune des conformations de liaison prédites. Les
programmes d'amarrage moléculaire effectuent ces taches via un processus cyclique, dans
lequel la conformation du ligand est évaluée par des fonctions de notation spécifiques. Ce
processus est effectué jusqu'a converger vers une solution d’énergie minimale (Ferreira et

al., 2015).

L'amarrage moléculaire a ét¢ effectué en prenant des petites molécules a la fois comme
des molécules bioactives produites par les champignons filamenteux et les actinomycétes
apres une ¢tude bibliographique profonde. Ces molécules ont été ancrées aux sites actifs des
protéines modeles étudiées. Diverses énergies d’affinités de liaison sont obtenues pour tous
les ligands en termes de (Kcal/mol). Les différentes caractéristiques des affinités de liaison
des complexes dockés sont résumés dans les tableaux 29 et 30, qui montre le résumé des
scores de liaison des produits fongiques et actinomycétales obtenus a partir d'Auto Dock Vina
en kcal/mol. Les scores d'énergie négatifs reflétent une forte affinité de liaison entre le
récepteur et le ligand. Les poses ancrées avec les plus faibles énergies de liaisons sont celles

qui est ont les affinités de liaison les plus élevées avec leurs récepteurs. Les ligands avec les
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affinités de liaison les plus faibles ont été sélectionnés pour une étude approfondie de leurs
interactions avec leurs récepteurs correspondants. Les fongicides commercialisés (s’ils
existent) connus pour leur action inhibitrice contre les enzymes étudiées ont également été
amarrés et leurs scores ont été utilisés comme valeurs de références utiles a la comparaison

pour les ligands testés. La visualisation des interactions a été réalisées par Discovery Studio.

181



Résultats et discussion

Tableau 29. Résultat de docking moléculaire donnés en scores d’affinité entre les enzymes modélisées et
les ligands fongiques.

€2 29| E=%| 2| 22| £y £3
E 2 2§ 258 S| 22|28 55| £ %
5 =1 EZ2| g23%Z| | 22| 52| £5 = &
= h =D 50 ® 5] o o = D =5 ~ el
g geo| O | ETF| & | 98| EF| E=
Le score d’affinité (kcal/mol)
Pyrimethanil (fongicide) | -5.8 / / / / / / / /
Cyprodinil (fongicide) -6,6 / -6,3 / / / / / /
mepanipyrim (fongicide) | -6,1 / / / / / / / /
Carbendazim (fongicide) / -7,4 / / / / / / /
Carpropamid (fongicide) / / / / -8,9 / / / /
Pyroquillon (fongicide) / / / / / / / -6,8 -3,3
Tricyclazole (fongicide) / / / / / / / -6,7 -3,1
4-nitro - inden-1- one
(fongicide) / / / / / / / / -6,5
Phthalide (fongicide) / / / / / / / / -5,3
Altersolanol A -6,8 -8,4 +37.4 -5,9 -5,9 -6,5 +25,7 -8,9 +14.4
Bassianin -7,5 -7,3 +22,3 -4,7 -4,1 -8.,8 +34,0 -8,9 +76,6
Bulnesene -4,1 -5,8 +16,4 -5,2 -8,6 -5,9 +16,9 -7,0 -1,8
Camptothecin -7,0 -9,2 +31,6 -5,5 -9,7 -6,5 +39,7 -10,5 +90
Caryophyllene -4.2 -5,0 +23.,9 -5,3 -7,9 -5,6 +17,1 -7,0 -0,5
Cerinolactone -5,8 -8,0 +25,3 -6,0 -8,8 -6,6 +27,4 -8,7 +31
Compactin -5,3 -5,7 +33,8 -5,1 -7,2 -7,6 +34,4 -8,9 +14,5
Cremenolide -4.8 -6,2 +31,2 -5,3 -8,4 -6,2 +37,6 -8,2 +4,3
Diosgenin -5,1 -3,7 +87,3 -5,1 +11,4 -6,9 +155,4 -9,9 +11,8
8-0-di methylaverufin -7,0 -6,0 +54,3 -4.,4 -4,3 -7,1 +102,3 | -10,7 +5,8
Acide eicosanoique -5,5 -5,8 +5,6 -3,8 -6,7 -5,7 -0,2 -5,9 +1,5
Emodin -6,3 -8,0 +29,8 -6,7 -7,1 -6,6 +3,0 -9,0 +21,3
Ergosterol -5.9 -3,3 +54,7 -5,2 -4,7 -6,3 +81,7 -9,8 +54.4
Fumagillin -6,8 -7,1 +27,5 -5,0 -5,9 -7,3 +64,9 -9,7 +49,9
Acide fusidique -4.3 +4,3 +79,0 +4,4 +4,7 -44 | +1482 | -10,0 | +100,2
Fusapyrone -5,7 -7,0 +34,6 -1,7 -0,8 -7,9 +87,9 -8,9 +90,8
Gibberellins -4,7 -5,3 +40 -6,8 -8,0 -5,6 +61,6 -9,5 +19,5
Acide gibberellique -5,1 -7,6 +39,7 -7,2 -7,2 -5,7 +60,5 -8,3 +15,4
Griseofulvin -5,2 -5,6 +42.6 -5,5 -9,0 -5,3 +50,4 -7,2 +18
Harzianolide -5,7 -6,1 +6,6 -5,5 -1,7 -6,3 +3,6 -7,0 -0,7
Acide heptelidique -5,6 -6,5 +27 -6,0 -1,7 -6,5 +24,7 -8,4 +5.4
Huperzine A -5,7 -7,4 +26,9 -6,1 -9,2 -1,7 +42,8 -8,1 +5,6
Hypericin -5,5 +0,3 +96 +8,8 +21,2 54 | +177,0 | +14,6 | +15,2
Javanicin -6,5 -7,4 +24.2 -5,5 -6,8 -7,0 +8.,0 -8,1 +7,6
Acide kojique -4,9 -5.8 -1,3 -4.4 -4,9 -5.8 -3,4 -5,2 -4.4
Lovastatine -5,4 -5,6 +37,8 -5,1 -8,0 -7,8 +50,8 -8,7 +24,7
8-O-methylaverufin -6,5 -5.8 +54,3 -3.8 -7,5 -7,0 +71,7 | -10,4 | +99,2
6-O methyl alaternin -6,4 -8.3 +30,8 -6,1 -7,1 -6,9 +10,4 -9,2 +11,8
, 8O-l s7 | 57 | 328 | 53| 32 | 59 | +458 | -84 | +123
méthylsclererotiorinamine
Mevinlon -5,5 -4.5 +37,9 -5.4 -8.,3 -7,8 +62,7 -8.,8 +16,9
Mizoribine -5,9 -7,4 +11,8 -5,5 -6,1 -6,8 +3,5 -7,2 +0,2
Monascorubramine -5,8 -2,6 +36,8 -2,9 -5,5 -5,7 +91,3 -8,7 +13,5
Acide mycophenolique -6,3 -6,5 +18,3 -5,4 -8,4 -5,9 +26,9 -7,7 +8,0
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Nigerasperone A -5,5 -5,6 +32,5 -6,0 -8,2 -6,8 +14,6 -7,0 +9,7
Penicillin V -6,3 -6,3 +19,6 -5,7 -7,3 -7,1 +32.9 -8,5 +17,7
Pestalachloride -5,0 -4,8 +52,1 -6,0 -7,3 -4,8 +35,3 -6,2 +30
phenylethyl alcool -4,1 -5,0 -2,5 -4.4 -5,9 -5,0 -2,9 -5,0 -5,2
2- phenylethyl ester -6,0 -6,4 +3,9 -4,7 -7,4 -6,2 -0,2 -5,9 -3,2
P-hydroxybenzaldehyde -4.8 -5,3 -2,0 -4,3 -5,7 -5,3 -3,6 -4,9 -5,0
Podophyllotoxin -5,8 -6,0 +49,7 -4,1 -5,5 -5,2 +36,0 -5,9 +54,8
Pravastatin -4,9 -5,0 +23,9 -5,0 -7,3 -7,0 +37,8 -7,8 +12.4
Acide propanoique -3,2 -3,5 -4,1 -3,2 -3,7 -3,4 -3,2 -3,3 -3,5
Radicicol -5,8 -6,1 +56,3 -6,1 -5.9 -6,7 +89,0 -89 +37.7
Resveratrol -5,7 -7,3 +15,9 -5,0 -8,1 -60,8 +8,7 -8,1 +11,4
Sordacirin -4,1 -43 +41 -6,0 -7,1 -4.9 +67,5 -6,7 +13,2
Sydowinin A -60,8 -7,3 +24.5 -6,1 -8,0 -6,3 +15,7 -8,8 +6.,9
Tenellin -7,6 -7,3 +23,9 -4.8 -7,8 -6,2 +28.3 -89 +17,9
Terpenoid -6,1 -6,1 +36,9 -4,8 -4.8 -5,4 +57,3 -8.9 +32.6
Tyrosol -4.6 -5.5 -1,4 -4.5 -5,8 -5.3 -4,0 -5.3 -5,1
Xanthone -6,4 -7,0 +16,4 -6,2 -8.3 -6,9 -39 -7,4 -3,7
a-Zearalanol -5,7 -5.9 +48,2 -6,0 -4.8 -5,2 +63,0 -60,5 +18,7

Tableau 30. Résultat de docking moléculaire donnés en scores d’affinité entre les enzymes modélisées et

les ligands actinomycétales.

Le score d’affinité le plus faible

g N 8 5 2 _ o % o 2 E ° E Q
g s 2 3 T8 > 5 £ c 3 S 8 =7 =2
E £2| 25| 2%2| o | 25 %5 2P| 2| %
S = &3 2352 b= ESES 53 8 o
= T o = 0 50 = o O = = g 5 <t o
3 go | 0T | 2T E| & P3| BEF| E =
Le score d’affinité (kcal/mol)
Anthraquinones -7,7 -7,6 +30,9 -6,5 -8,1 -6,4 +13,4 -9,2 +2,3
Antimycin -5,1 -6,4 +20,2 -6,7 -8,1 -6,8 +17,3 | -1,7 -1,4
D-Arabinofuranosyladénine -6,4 7,3 +18,5 -5,5 -6,6 -6,9 +7,4 -7,4 -3,6
Azalomycin -5,7 -39 +57,4 -60,8 -3,1 -6,5 +994 | -74 | +22,7
Bestatin -5,8 -6,8 +9,2 -5.4 -7,8 -7,3 +6,8 -7,8 -0,7
Blasticidin -6,4 -60,5 +25,5 -3,1 -4.4 -60,7 +33,6 | -8,8 +9,5
Borrelidine -4.0 +14,3 +90,6 +4.,9 +15,6 -6,2 +154,3 +86 > | +58,7
Chloramphenicol -5,8 -7,2 +11,7 -53 -7,9 -6,6 +10,0 | -7,2 -0,4
Cycloheximide -6,9 -7,6 +19,4 -6,1 -8,8 -7,4 +9,7 -8,5 +1,0
Cycloserine -3,7 -4,5 -2,2 -4,0 -3.8 -4.4 -3.4 -4,0 -3,7
Daunorubicin (daunomycin) -6,3 +1,8 +65.4 -1,6 +4,3 -6,3 +107,5 | 9,8 | +453
Diazepinomicin -7,5 +1,0 +35,5 -5,3 -6,1 -7,8 +76,2 9,1 | +19.3
Doxorubicin (adriamycin) -5,9 -2,1 +62,5 -1,8 +3,8 -5,7 +88,7 9.8 | +43,1
Fungichromin +0,2 +14,1 +112,5 76,2 +92.4 -33 +1509 | 45| 1563
Galbonolides -4.6 +1,4 +57,0 -4.9 +2,1 -5,1 +91,8 | -2,5 | +23.8
Gentamicin -6,4 -6,3 +34,1 -4.5 -1,8 -5,3 +56,8 | -8,2 | +100,5
Herbimycin 42 | +188 | +104 | 245 | 211 | 36 | +157.1 +86’ 82,0
8-Hydroxyquinoline -5,6 -6,1 +1,6 -5,4 -6,6 -5,5 -3.4 -5,7 -5,0
Hygromycin -7,3 -5.4 +46,4 -1,8 +25,3 -8,1 +84,8 - +164,4
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10,2
Acide Indole-3-carboxylique -5,6 -6,1 +1,4 -5,3 -6,7 -6,0 -3,2 -6,1 -6,1
Jadomycin -6,9 -5,6 +68 -5,0 -1,0 -5,2 +80,9 | -1,3 | +294
Kanamycin -6,2 -6,7 +32,6 -5,0 -2,8 -6,6 +61,9 -85 | +22.3
Kasugamycin -5.9 -7,1 +24,7 -5,8 -7,0 -7,2 +38,8 | -8,2 +5,6
Kifunensine FR-900494 -5,8 -7,0 +11,9 -5,8 -5,9 -6,3 +10,4 | -6,8 -1,7
Kitamycin -5,9 -6,4 +44,1 -4.5 -2.9 -5,5 +74,9 |-93 | +30,0
Lincomycin -5,1 -6,7 +24,2 -4.5 -6,1 -6,5 +53.9 -7,7 | +10,0
Lomofungin -7,0 -7,3 +23,5 -6,3 -7,4 -7,5 +16,9 | -9,1 +1,8
Lupinacidin -6,9 -7,0 +34,3 -5,8 -8,6 -6,6 +45,6 | -8,9 | +11,3
Nikkomycin -6,6 -7,4 +32,0 -5,5 -4,9 -7,4 +55,8 | -9,6 | +15,0
Oxytetracycline -6,4 2,1 +59,0 -2.7 -0,9 -5,5 +108,4 | -8,9 | +38.3
Panosialins -6,4 -5.3 +16,7 -4.3 -8.,0 -6,8 +27.5 -8,1 +8.,9
Pentalenolactone -5,8 -6,4 +26,6 -6,0 -9,2 -6,8 +28,7 -7,7 +4,1
Phenylacetate -5.4 -5,6 -2,1 -4.3 -6,5 -5.3 -4.4 -5.3 -5.3
Acide 3-Phenylpropionique -4,8 -5,8 -1,1 -4.9 -6,4 -5,8 -3.8 -5,6 -5,4
Polyoxin B -6,3 -8,3 +22,8 -43 -5,4 -8,5 +39,5 92 | +70,6
Prodiginine -0,9 -1,0 -1,2 -0,8 -1,1 -1,1 -0,8 -1,0 -1,0
Resistomycin -6,0 -5,9 +51,5 -5,5 -4,0 -5,4 +95,3 -59 | +17,0
Rosamicin -3.8 +9,2 +105,7 +7.,8 +14,6 -4,2 +160,7 +91’ +49,7
Roseoflavin -5,6 -6,7 +32,8 -4,8 -6,8 -5,0 +44,6 -6,9 | +11,4
Salinosporamide -5,6 -7,1 +22.4 -5,2 -8,1 -6,7 19,0 -8,0 +3,0
Spinosyn -4.2 +2.9 +100,7 +4,2 +11,2 -6,7 +155,5 | -9,4 | +73,6
Streptokordin -5,1 -5,7 +1,8 -4.7 -6,9 -5,7 -3,0 -5,7 -6,1
Streptolydigin -6,5 +2,2 +68,4 +5,0 +8,2 -6,8 +140,3 | 93 | +549
Streptomycin -5,7 -2,0 +51,0 -3,5 -0,7 -4,9 +72,6 | -6,8 | +97.3
Streptothricin -5,8 -7,4 +33,3 -3,8 -1,8 -6,5 +61,6 -8,6 | +78,6
Tetracenomycin -6,2 -4.6 +51,0 -3,0 +3,3 -5,1 +1104 | -8,6 | +55,8
Tetracycline -7,2 -1,9 +59.,8 -2,0 -1,9 -5,4 +100,1 | -9,7 | +34,7
Transvalencin -6,4 -8,4 +12.,9 -5,8 -7,8 -8,1 +6,3 -1,7 +4,6
Validamycin -6,2 -6,6 +36,9 -5.4 -3,3 -6,3 +584 |-9,0 | +20,7
| | Le score d’affinité le plus faible
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Pour I’enzyme modélisée cystathionine 3 lyase, les scores de liaison des trois fongicides
commerciaux : Pyrimethanil, Cyprodinil et Mepanipyrim sont -5.8, -6.6 et -6.1 Kcal/mol,
respectivement (Tableau 29). Cependant, pour les métabolites secondaires fongiques, seuls 7
ligands ont montré des scores d’affinité inférieurs a ceux des fongicides ; ces métabolites sont
I’altersolanol A, Bassianin, Camptothecin, 8-O-di methylaverufin, Fumagillin, Sydowinin A
et Tenellin (-6.8, -7.5, -7.0, -7.0, -6.8, -6.8 et -7.6 Kcal/mol, respectivement). Dans le cas des
métabolites actinomycétales, les 5 ligands sont Anthraquinones, Diazepinomicin,
Hygromycin, Lomofungin et Tetracycline ont données des scores d’affinité inferieurs aux
molécules de références. Ces sores sont dans 1’ordre -7.7, -7.5, -7.3, -7.0 et -7.2 Kcal/mol,

respectivement (Tableau 30).

Pour la glutathione réductase, le score d’affinité¢ du fongicide de référence carbendazim
est de -7.4 Kcal/mol. Pour les ligands fongiques, seulement 6 ligands ont montré des scores
d’affinité¢ inférieurs a celui du fongicide de référence. Ces molécules sont 1’altersolanol A,
Camptothecin, Cerinolactone, Emodin, acide Gibberellique, 6-O methyl alaternin (-8.4, -9.2, -
8.0, -8.0, -7.6 et -8.3 Kcal/mol, respectivement) (Tableau 29). En ce qui concerne les
métabolites d’origine actinomycétale, les 6 ligands Anthraquinones, Cycloheximide,
Nikkomycin, Polyoxin B, Streptothricin et Transvalencin ont montré les résultats les plus
prometteurs avec des scores de liaison de -7.6, -7.6, -7.4, -8.3, -7.4 et -8.4 Kcal/mol,

respectivement.

Pour ’homoserine O-acétyltransférase, le fongicide Cyprodinil a donné un score de -6.3
Kcal/mol. Pour les deux groupes de métabolites fongiques et actinomycétales, aucune
molécule n’a donné une énergie de liaison inferieure ou méme proche du celui de la molécule
de référence, donc aucune molécule n’est considérée comme ayant une possible activité

antifongique contre cette enzyme.

Pour le scytalone dehydratase, le fongicide de référence Carpropamid a montré une
énergie de liaison de -8,9 Kcal/mol. Trois molécules fongiques ayant des énergies de liaison
inferieures a la référence ont été prise en considération ; Camptothecin, Griseofulyin et
Huperzine A (-9.7, -9.0, -9.2 Kcal/mol, respectivement). Alors qu’un seul ligand d’origine
actinomycétale qui est le Pentalenolactone dont leur score est -9,2 Kcal/mol a été sélectionné

(Tableau 30).

Pour le 4HNR, les foncicides Pyroquillon et Tricyclazole ont montré des énergies de

liaison de -6,8 et -6,7 Kcal/mol respectivement. est Pour les ligands fongiques, 39 molécules
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ont donnés des scores d’affinité inférieurs a ceux des molécules de référence ; ces molécules
sont altersolanol A, Bassianin, Bulnesene, Camptothecin, Caryophyllene, Cerinolactone,
Compactin, Cremenolide, Diosgenin, 8-O-di methylaverufin, Emodin, Ergosterol, Fumagillin,
Fusidic acid, Fusapyrone, Gibberellins, Gibberellic acid, Griseofulvin, Harzianolide,
heptelidic acid, Huperzine A, Javanicin, Lovastatine, 8-O-methylaverufin, 6-O methyl
alaternin, 8-O-méthylsclererotiorinamine, Mevinlon, Mizoribine, Monascorubramine,
Mycophenolic acid, Nigerasperone A, Penicillin V, Pravastatin, Radicicol, Resveratrol,
Sydowinin A, Tenellin, Terpenoid, Xanthone (-8.9, -8.9, -7.0, -10.5, -7.0, -8.7, -8.9, -8.2, -9.9,
-10.7,-9.0, -9.8, -9.7, -10.0, -8.9, -9.5, -8.3, -7.2, -7.0, -8 .4, -8.1, -8.1, -8.7, -10.4, -9.2, -8 4, -
8.8, -7.2, -8.7, -7.7, -7.0, -85, -7.8, -89, -8.1, -8.8, -8.9, -8.9, -7.4, Kcal/mol,
respectivement). Alors que 32 ligands actinomycétales : Anthraquinones, Antimycin, D-
Arabinofuranosyladénine, Azalomycin, Bestatin, Blasticidin, Chloramphenicol,
Cycloheximide, Daunorubicin, Diazepinomicin, Doxorubicin, Gentamicin, Hygromycin,
Kanamycin, Kasugamycin, Kitamycin, Lincomycin, Lomofungin, Lupinacidin, Nikkomycin,
Oxytetracycline, Panosialins, Pentalenolactone, Polyoxin B, Salinosporamide, Spinosyn,
Streptolydigin, Streptothricin, Tetracenomycin, Tetracycline, Transvalencin, et Validamycin
ont montré des scores intéressants par apport aux références qui sont dans 1’ordre -9.2, -7.7, -
7.4,-74,-7.8,-8.8,-7.2,-8.5,-9.8,-9.1,-9.8, -8.2, -10.2, -8.5, -8.2, -9.3, -7.7, -9.1, -8.9, -9.6,
-8.9,-8.1,-7.7,-9.2, -8.0, -9.4, -9.3, -8.6, -8.6, -9.7, -7.7, -9.0 Kcal/mol (Tableau 30).

Pour 3HNR, on trouve le score d’affinit¢ des quatres fongicides: Pyroquillon,
Tricyclazole, 4-nitro-inden-1-one, Phthalide est -3.3, -3.1, -6.5 et -5.3 Kcal/mol
(respectivement). Cependant, pour les ligands fongiques on a trouvé seuls 3 ligands fongiques
qui ont un score d’affinité¢ inférieur a celle de fongicides qui sont Phenylethyl alcool, P-
hydroxybenzaldehyde et Tyrosol (-5.2, -5.0 et -5.1 Kcal/mol) et 5 ligans actinomycétales qui
sont 8-Hydroxyquinoline, Indole-3-carboxylic acid, Phenylacetate, 3-Phenylpropionic acid et

Streptokordin (-5.0, -6.1, -5.3, -5.4, -6.1 Kcal/mol) respectivement.

Pour les trois enzymes pecate lyase et thioredoxin réductase et thioredoxin peroxidase
aucun fongicide chimique connu n’est destiné contre I’activité de ces trois enzymes. A notre
connaissance, il n’existe aucune étude axée sur la recherche d’inhibiteurs potentiels pour ces
enzymes du phytopathogéne Alternaria ; notre étude est donc la premiére investigation sur la
recherche de nouveaux biofongicides ciblant ces trois enzymes chez ce champignon
phytopathogeéne. Comme aucune molécule inhibitrice n’est disponible pour servir de référence

de score de liaison, les métabolites avec les énergies de liaison les plus faibles ont été
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sélectionnée et considérés comme ayant une possible action inhibitrice contre ces nouvelles
cibles enzymatiques. Dans la catégorie des métabolite fongiques, les quatre ligands Emodin,
Gibberllins, acide Gibberellique et Xanthone avec des scores de -6.7, -6.8, -7.2, -6.2
Kcal/mol, respectivement ont été sélectionné pour la pecate lyase. La Bassianin, Fusapyrone,
Huperzine A, Lovastatine, Mevinlon (-8.8, -7.9, -7.7, -7.8, -7.8 Kcal/mol, respectivement) ont
¢été sélectionné pour la thioredoxin réductase. L acide kojique, P-hydroxybenzaldehyde, acide
propionique, Tyrosol, Xanthone (-3.4, -3.6, -3.2, -4.0, -3.9 Kcal/mol, respectivement) ont été
sélectionné pour thioredoxin peroxidase. De 1’autre coté, pour la catégorie des métabolites
actinomycétales, I’ Anthraquinones, Antimycin, Azalomycin et Lomofungin dont leur score -
6.5, -6.7, -6.8, -6.3 kcal/mol respectivement ont été pris pour la pecate lyase. La
Diazepinomicin, Hygromycin, Lomofungin, Polyoxin B et Transvalencin (-7.8, -8.1, -7.5, -8.5
et -8.1 Kcal/mol respectivement) ont été pris pour thioredoxin réductase. La Cycloserine, 8-
Hydroxyquinoline, Indole-3-carboxylic acid et Phenylacetate et 3-Phenylpropionic acid (-3.4,
-3.4, -3.2, 4.4, -3.8 Kcal/mol, respectivement) ont été sélectionné pour la thioredoxin
peroxidase.

5. Visualisation des interactions des complexes prometteurs récepteur-ligand

L’¢tape de la visualisation des interactions a été effectuée en choisissant les complexes
récepteur-ligand ayant les plus faibles énergies de liaison dans le processus de docking
moléculaire afin de déterminer les différentes interactions établies au sein de ces complexes.

Cette ¢tape a été effectuée a I’aide de Discovery Studio.

Les représentations 2D et 3D des interactions entre les enzymes étudiées et leurs
inhibiteurs potentiels sont illustrées dans les figures ci-dessous (50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, et
57) ainsi que les tableaux 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, et 38. Les interactions recherchées sont
principalement les liaisons d’hydrogeéne qui représentent les liens les plus important vu la
solidité qu’elles conférent a la connexion entre deux atomes. Les interactions hydrophobes
sont également parmi les liens solidifiant la stabilit¢ des complexes protéines-ligand. Parmi
ces liaisons l'interaction en forme de T pi-pi implique une interaction du nuage d'électrons pi
entre deux groupes aromatiques en forme de T (c'est-a-dire le nuage d'électrons latéral d'un
anneau et le nuage d'électrons frontal d'autres anneaux). Dans les interactions pi-alkyle, il y a
une interaction sur un groupe aromatique et un groupe d'électrons Pi de tout groupe d’alkyle

(Mousavi et al., 2021).
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Pour le cystathionine beta-lyase nous avons choisi les ligands fongiques (Bassianin,
Camptothecin, 8-O-di methylaverufin et Tenellin) et les ligands actinomycétales
(Anthraquinones, Diazepinomicin, Hygromycin, Lomofungin et Tetracycline) (Figure 50,

Tableau 31).
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Tableau 31. Types d’interactions entre le récepteur cystathionine beta lyase et les meilleurs ligands fongiques et actinomycétales.

) ) . Interaction Interaction .
Ligand Interaction hydrogene hydrophobique &lectrostatique Interaction Van Der waals
Ser361, Lys236, Asn184, Prol185,
Pyrimethanil / Phe362, Tyrl37,Tyr | 514306, Arg388 | Pro372, Met390, Ser376, Gly138,
137, Val360
Aspl35
3 Thr213, Asn184, Pro185, Pro372,
5 . Val360, Tyr137, Arg388, Ser376, His377, Gly138,
2 | Cyprodnil Arg396 Tyr137 Arg396 Ser361, Lys236, Phe362, Glu180,
= Met390, Met214
Val360, Tyr137, Aspl35, Pro372, Ser361, Ser376,
mepanipyrim Arg396 Tyr137, Prol8S5, Arg388 Gly138, Gly139, Asnl41, Asn389,
Met390 Leul36
Arg388, Gly138,
. Tyr137, Ser376, Val360, Pro372,
Bassianin Arg396, Aspl35 / / Asn184, Pro185, His377, Met390,
Glul180, Leul36
Val360, Arg396, Asnl184, Pro372,
= . Prol185, Ser376, Gly138, Gly139,
<§>D Camptothecin Arg388 Tyr137, Tyr137 / Asnl41, Argl42, His377, Met390),
E Aspl35
£ 8-O-di Arg396, Arg388, Pro185, Val360, Asn184, Ser376, Asp135, Gly138,
O | methylaverufin Arg388 Met390, Pro372, / Leul36, Cys373, Argl42
Tyr137, Tyrl37 : ’
Thr213, Lys236, Gly138, Met390,
. Arg396, Asnlg&4, Met214, Phe362, Thr183, Asp135, Pro185, Pro372,
Tenellin Phe362, Tyr137, Arg388
Asnl184 Val360, Ser361, Pro182, Asp211,
Tyra37, Tyrl37, Ser376
Leul36
) Ser376, Val360, Ser371, His377,
Anthrag“mone (21;1132384’ ‘j‘\rf?;%% Tyr137 / Aspl35, Leul36, Pro185, Met390,
- T8 Gly138, Pro372
Tyr137, Tyrl37, Gly113, Ser233, Thr235, Argl42,
. Tyr137, Val360,
Diazepinomici Ser361, Gly139, Asnl41, Gly138,
Arg388 Val360, Val360, / .
n Metl14. Metl14 His377, Asn184, Ser376, Arg396,
@ ’ ’ Met245, Lys236, Pro185, Ser112
2 Tyrl37
S Met245, Thr235, Ser233, Gly113,
£ . Arg388, Arg396, Met114, Gly139, Asn141, Gly138,
£ | Hygromycin Asn184, Lys236 Val360, Tyrl37 / Ser376, Leul36, Asp135, Prol185,
jﬁ’ Pro372, Ser361, Serl112, Met390
Ser376, Ser361, Lys236, Arg396,
Lomofungin Arg388, Gly138 Tyrléﬁ;—‘gl?’ 7 / Asn184, Pro372, Pro185, Argl42,
Asnl41, Gly139, Phe362, His377
ifrgg’ ‘:rsg?’é% Tyr137, Pro372, Val360, His377,
Tetracycline £200, ASP 199, / / Gly138, Asnl41, Gly139, Argl42,
Asnl84, Asnl184, Phe362. Ser361
Arg396, Prol185 ’
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La cystathionine beta lyase forme avec le fongicide pyrimethanil 15 interactions incluant
4 interactions hydrophobiques avec les résidus Phe362, Tyr137, Tyr 137 et Val360, 2
interactions électrostatiques avec Arg396 et Arg388 et 9 interactions de Van Der Waals avec
les résidus Ser361, Lys236, Asnl184, Prol85, Pro372, Met390, Ser376, Gly138 et Aspl35.
Quant au fongicide Cyprodinil 19 interactions sont établies avec cette enzyme : une
interaction hydrogeéne formée avec le résidu Arg396, 3 interactions hydrophobiques (Val360,
Tyr137 et Tyrl37), une interaction électrostatique formée avec le résidu Arg396 et 14
interactions de Van Der Waals (Thr213, Asn184, Prol85, Pro372, Arg388, Ser376, His377,
Gly138, Ser361, Lys236, Phe362, Glul80, Met390 et Met214). En plus, la méme enzyme
¢tablie 16 interactions avec le fongicide Mepanipyrim.L’Arg396 fournit une interaction
hydrogéne au ligand, la Val360, Tyr137, Tyr137, Pro185 et Met390 forment des interactions
hydrophobiques, I’ Arg388 forme une interaction électrostatique et I’Asp135, Pro372, Ser361,
Ser376, Gly138, Gly139, Asnl41, Asn389 et Leul36 établissent des interactions de Van Der
Waals. Pour les ligands d’origine fongique, la bassianin forme 14 interactions, dont 2
interactions hydrogenes (Arg396, Aspl135) et 12 interactions de Van Der Waals (Arg388,
Gly138, Tyrl37, Ser376, Val360, Pro372, Asnl84, Prol85, His377, Met390, Glul80,
Leul36). Camptothecin forme 16 interactions dont une interaction hydrogéne avec 1’ Arg388,
2 interactions hydrophobiques avec la Tyr137 et Tyrl137 et 13 interactions de Van Der
Waals avec Val360, Arg396, Asnl184, Pro372, Prol85, Ser376, Glyl138, Gly139, Asnl4l,
Argl42, His377, Met390 et Aspl135. Le 8-O-di methylaverufin forme avec cet enzyme 16
interactions dont 3 interactions d’hydrogénes avec Arg396, Arg388 et Arg388, 6 interactions
hydrophobiques avec Pro185, Val360, Met390, Pro372, Tyr137et Tyr137 et 7 interactions de
Van Der Waals. La tenellin intéragit avec le site actif de I’enzyme en formant 23
interactions dont 3 liaisons d’hydrogéne avec 1’Arg396, Asnl84 et Asnl84, 7 interactions
hydrophobiques avec Met214, Phe362, Phe362, Tyrl137, Tyra37, Tyrl37, Ser376, une
interaction électrostatique avec Arg388 et 12 interactions de Van Der Waals. Pour les ligands
actinomycétales, la cystathionine beta lyase interagit avec 1’Anthraquinones en formant 14
interactions dont 3 interactions d’hydrogeéne avec 1’Arg388, Asnl84 et Arg396, une
interaction hydrophobique Tyr137 et 10 interactions de Van Der Waals. La diazepinomicin
forme 26 interactions avec 1’enzyme dont une interaction hydrogéne Arg388, 9 interactions
hydrophobiques avec Tyr137, Tyr137, Tyr137, Val360, Val360, Val360, Metl 14, Metl 14,
Tyr137 et 16 interactions de Van Der Waals. L’hygromycin, a formé 22 interactions dont 4
interactions hydrogénes (Arg388, Arg396, Asnl84, Lys236), 2 interactions hydrophobiques
(Val360, Tyr137) et 16 interactions de Van Der Waals. La lomofungin a formé avec cette
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enzyme 17 interactions dont 2 interactions hydrogenes (Arg388, Gly138), 3 interactions
hydrophobiques (Tyr137, Tyr137, Val360) et 12 interactions de Van Der Waals. Finalement,
cystathionine beta lyase forme 18 interactions avec la tetracycline dont 8 interactions
hydrogenes (Ser376, Arg388, Arg388, Aspl35, Asnl84, Asnl84, Arg396, Prol85) et 10

interactions de Van Der Waals.

Pour le glutathione réductase nous avons choisi d’étudier les interactions établies avec les
ligands fongiques (altersolanol A, Camptothecin, Cerinolactone, Emodin, acide gibberellique,
6-O methyl alaternin) et les ligands actinomycétales (Anthraquinones, Cycloheximide,

Nikkomycin, Polyoxin B, Streptothricin et Transvalencin) (Figure 51, Tableau 32).
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Figure 51. Illustrations 2D et 3D des interactions entre la glutathione réductase et ses meilleurs ligands

Tableau 32. Différents types d’interactions entre le récepteur glutathione réductase et les ligands fongiques et actinomycétales.

Ligand Interaction hydrogene Interaction Interaction Interaction Van Der waals
hydrophobique | électrostatique
£5 o Carbendazim | Alal46, Thrd4, Glyl18, Gly14, | Alal4e, Asp316 Gly315, Gly148, Gly19, Thr147, Glu37,
= B Ser39 Glyl6, Ala328 llel5, Gly43, Ser17, Thr325, 1le314
Altersolanol A | Glyl16, Glu37, Gly149, Thr44, | Ala328, / Glu281, Ser38, Glu279, Ilel5, Thr147,
Gly14, Glu37 Alal4o6 Gly19, Serl7, Gly18, Gly315, Ile314,
Gly148, Gly43, Val48, Asn47, Arg40, Ser39,
Val317
Camptothecin | Ser39, Thr44, Thr44, Thr147 Thr147, Glu279 Aspl66, Asnd7, Val48, Gly43, Gly149,
Thr147, Argl50, Prol51, Gly148, Asp316, Serl7,
Ala328, Gly315, Gly18, Gly19, Gly14, Glu37, Ser38,
Alal46, Glyl6 Ile15, Thr325, Cys45
Cerinolactone Ala328 Gly19, Alal46, 1le314, Gly18, Gly315,
é Asp316, Gly148, Thr44, Gly43, Gly149,
£ Glu279, Ser39, Glu37, Gly14, Thr147, llel5,
‘8. Glyl6, Serl7, Thr325, Cys45, Val48, Ser38,
E Glu281, Val317
O Emodin Glu279, Glu37, Glyle, Glyl6, | Gly148, Glu279 Thr147, Gly14, Gly43, Ilel5, Alal46, Gly18,
Gly149, Thr44, Thr44 Ala328 Ser17, Asp316, Ser38, Ser39, Glu281,
Thr325, Gly315
Acide Asn47, Thr44 Val48, Val48 / Aspl66, Gly149, Glu279, Gly148, Thr147,
gibberellique Glylé6, Glyl4, Serl7, Ile15, Gly43, Glu37,
Ser39, Arg40, Alal46, Asp316, Argl50,
Prol51
6-O methyl Thr44, Gly149, Alal4e, Glyl6, | / Glu279 Gly148, Asp316, Gly18, Ala328, Serl7,
alaternin Glu37, Glu279 Gly315, Gly19, Gly43, Gly14, Thr147, Ilel5,
Ser39, Ser38, Glu281, Thr325
Anthraquinone | Gly149 Val48 / Asp316, Argl50, Thrd4, Aspl166, Asnd7,
Ser39, Ilel5, Glu37, Gly14, Gly43, Gly16,
Thr147, Gly148, Arg40, Alal46, Glu279
Cycloheximide | Serl17, Thr44 Ala328, / lle314, Gly315, Asp316, Gly19, Gly148,
Ala328, Gly43, Ser39, Glu37, Ser38, Glu281, Glyl4,
Ala328, Thr147, Glyl6, Cys45, Thr325, Gly18,
Alal46 Leu324, llel5, Gly149, Val317
Nikkomycin Gly148, Gly16, Alal46, Val48, Ala328, | Asp316, Asp316 | Thr325, Leu324, Ile186, Glu323, Arg276,
Gly43, Glu279, Aspl166 Thr44, | Cys45 Gly315, Argl50, Prol151, Asn47, Glu281,
g Serl7, Gly149, Thr147, Ser39, Glu37, llel5, Gly14, Gly18, Gly42,
2 Thr147, Tyr185 Cys50
g Polyoxin B Asp316, Asp316, Asp316, Val48 Glu279 Prol51, Arg276, Argl50, Glyl6, Glyl19,
= Alal46, Aspl66, Ser39, Gly18, Gly315, Ala328, Thr325, Leu324,
< Thr147, Gly148, Glu37, Thr44, Cysd45, Glu323, Serl7, llel5, Gly43, Glu281,
Gly14, Gly149 Arg40,
Ser38
Streptothricin | Val356, Val356 / Glul&9 Phe322, Tyrl185, Glu323, Ile186, Ser355,
Pro354, Phe358, Leu324, Val51, Cys45,
Val46, Tyr102, 11e329, Thr325, Cys50,
Pro326, Val357, Lys53, Gly49, 11e20
Transvalencin | Thr147, Alal46, Glyl18, Gly19, | Val48 Asp316, Thr325, Glu37, Arg40, Ser39, Asn47,
Gly149, Gly148, Gly16, Gly43 Glu323, Asp316 | Aspl66, Gly315, Thr44, Ala328, Serl7,
Leu324, Arg276, Cys45, Tyrl85
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L’enzyme glutathione réductase forme avec le fongicide Carbendazim 19 interactions qui
sont 5 interactions hydrogeénes (Alal46, Thr44, Glyl8, Glyl4, Ser39) 3 interactions
hydrophobiques (Alal46, Glyl6, Ala328), une interaction ¢électrostatique (Asp316) et 10
interactions de Van Der Waals (Gly315, Gly148, Gly19, Thr147, Glu37, Ilel5, Gly43, Serl7,
Thr325, Ile314). En ce qui concerne les ligands fongiques, I’altersolanol A forme 25
interactions dont 6 interactions hydrogénes (Gly16, Glu37, Gly149, Thr44, Glyl4, Glu37), 2
interaction hydrophobiques (Ala328, Alal46) et 17 interactions de Van Der Waals. La
camptothecin forme 29 interactions dont 4 interactions hydrogénes avec Ser39, Thr44, Thr44,
Thr147, 5 interactions hydrophobiques avec Thr147, Thr147, Ala328, Alal46, Glyl6, une
interaction électrostatique avec Glu279 et 19 interactions de Van Der Waals. La cerinolactone
a formé avec cet enzyme 25 interactions dont une interaction hydrophobique avec Ala328 et
24 interactions de Van Der Waals. Le Emodin a interagit avec le site actif de I’enzyme en
¢tablissant 23 interactions dont 7 liaisons d’H avec Glu279, Glu37, Glyl6, Glyl6, Gly149,
Thr44, Thr44, 2 interactions hydrophobiques avec Gly148, Ala328, une interaction
¢lectrostatique avec Glu279 et 13 interactions de Van Der Waals. L’acide Gibberellique
forme avec I’enzyme 21 interactions dont 2 interactions hydrogénes avec Asn47, Thr44, 2
interactions hydrophobiques avec Val48, Val48 et 17 interactions de Van Der Waals avec
Aspl66, Gly149, Glu279, Gly148, Thr147, Glyl16, Gly14, Serl7, lle15, Gly43, Glu37, Ser39,
Argd0, Alal46, Asp316, Argl50, Prol51. Le 6-O methyl alaternin forme 22 interactions dont
6 liaisons d’hydrogéne (Thr44, Glyl49, Alal46, Glyl6, Glu37, Glu279), une
¢lectrostatique (Glu279) et 15 Van Der Waals. Pour les ligands actinomycétales,
I’anthraquinones a formé 18 interactions avec I’enzyme dont une interaction hydrogéne avec
Gly149, une interaction hydrophobique avec Val48 et 16 interactions de Van Der Waals. Le
cycloheximide, forme 26 interactions dont 2 interactions hydrogénes Serl7, Thr44, 4
interactions hydrophobiques avec Ala328, Ala328, Ala328, Alal46 et 20 interactions de Van
Der Waals. La nikkomycin a formé 34 interactions dont 12 interactions hydrogénes (Gly148,
Glyle, Alal46, Gly43, Glu279, Asp166 Thrd44, Serl7, Gly149, Thr147, Thr147, Tyrl85), 3
interactions hydrophobiques (Val48, Ala328, Cys45), 2 interactions ¢lectrostatiques (Asp316,
Asp316) et 17 interactions de Van Der Waals. La polyoxin B a formé avec cette enzyme 32
interactions dont 12 interactions hydrogeénes (Asp316, Asp316, Asp316, Alal46, Aspl66,
Ser39, Thr147, Glyl148, Glu37, Thr44, Glyl4, Glyl49), une interaction hydrophobique
(Val48), une interaction ¢électrostatique (Glu279) et 18 interactions de Van Der Waals. La
streptothricin forme 23 interactions dont 2 liaisons d’hydrogenes (Val356, Val356), une
liaison électrostatique (Glul89) et 20 de Van Der Waals (Phe322, Tyr185, Glu323, Ile186,
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Ser355, Pro354, Phe358, Leu324, Val51, Cys45, Val46, Tyrl02, 11e329, Thr325, Cys50,
Pro326, Val357, Lys53, Gly49, Ile20). Finalement, la glutathione réductase forme 26
interactions avec la transvalencin dont 8 interactions hydrogeénes (Thr147, Alal46, Glyl8,
Gly19, Glyl49, Glyl48, Glyl6, Gly43), une hydrophobique (Val48), 3 ¢lectrostatiques
(Asp316, Glu323, Asp316) et 14 interactions de Van Der Waals.

Pour I’homoserine O-acétyltransférase, les résultats du docking moléculaire montrent que
pour I’ensemble des métabolites testés aucun n’a donné un score d’énergie répondant a la
condition de sélection sur laquelle on s’est basé¢ dans notre analyse, a savoir un score inférieur
a la valeur de référence. Cela peut étre expliqué par le fait qu’une molécule ne présente
d’affinité pour les enzymes cibles étudiées et donc aucun candidat inhibiteur potentiel n’est

présent dans notre collection de molécules.

Pour le Pecate lyase, nous avons choisi les ligands fongiques (Emodin, Gibberllins, acide
Gibberellique, Xanthone) et des ligands actinomycétales (Anthraquinones, Antimycin,

Azalomycin et Lomofungin) (Figure 52, Tableau 33).
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Figure 52. Illustrations 2D et 3D des interactions entre la pecate lyase et ses meilleurs ligands
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Tableau 33. Différents types d’interactions entre le récepteur pecate lyase et les ligands fongiques et actinomycétales.

Ligand Interaction hydrogeéne | Interaction hydrophobique Interaction Interaction Van Der waals
¢lectrostatiqu
e
Emodin Asnl33 His87, Leul10, Ala59, / Asn60, Thr108, Asp84, Glul04,
GInl131 Aspl27, Cysl55, Cys158, Lys128
é Gibberellins Asp84 Ala59 / Leull0, Asn60, His87, Thr108,
.§° Aspl05, Glul04, GIn131, Gly52,
g« Asnl33
k= Acide gibberellique | Aspl105, Aspl05, Ala59 / Glul104, Asp84, His87, Thr108,
O GIn131, Asnl33 Asn60, Leul 10, Asp127, Cys158,
Gly52
Xanthone Thr108 His87, Ala59, Leul 10 Cys158, Glul04, GIn131, Asp105, Asp84,
Cysl58 Asn60, Asnl33, Cys155
Anthraquinone Asnl133, Asp84, Ala59, His87, Leul 10 / Asn60, Aspl105, GIn131, Glul04,
Thr108 Cysl158, Gly52, Ser51
@ Antimycin Glul04, Asp84, Gly52 | Ala59, Ala59, Ala59, Ala59, |/ Aspl105, GIn131, Thr108, Asn60
?cg His87, His87, Leul 10
é‘ Azalomycin Asnl33, GInl31, Cysl158, Ala59, Ala59, Aspl05 Ser159, Thr108, Gly52, Asn60,
e Glul04 Ala59, His87, Leul 10, Aspl27, Lys128, Asp84
k5 Leull0, Leul10
< Lomofungin Asnl133, Thr108, Cys158, GIn131 Cys158, Ser159, Cysl155, Glul04, Ala59,
Asp84, His87, Asp105, Cys158 Asn60, Leull0
Asp84
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Pour le groupe des métabolites fongiques, le pecate lyase a formé avec I’emodin 13
interactions dont une liaison d’H avec Asnl33, 4 interactions hydrophobiques avec His87,
Leul10, Ala59, GInl31, et 8 interactions de Van Der Waals. L’acide gibberellique forme avec
I’enzyme 14 interactions dont 4 interactions hydrogénes avec Aspl05, Aspl05, GInl31,
Asnl133, une interaction hydrophobique avec Ala59 et 17 interactions de Van Der Waals. Le
gibberellins forme 11 interactions dont un hydrogene (Asp84), 1 hydrophobique (Ala59) et 9
Van Der Waals. Le xanthone forme 13 interactions dont 1 hydrogene (Thr108), 3
hydrophobiques (His87, Ala59, Leul10), 2 électrostatiques (Cys158, Cys158) et 7 Van Der
Waals (Glul04, GInl31, Aspl05, Asp84, Asn60, Asnl33, Cysl55). Pour les ligands
actinomycétales, 1’anthraquinones a formé 13 interactions avec I’enzyme dont 3 interactions
hydrogénes avec Asnl133, Asp84, Thr108, 3 interactions hydrophobiques avec Ala59, His87,
LeullO et 7 interactions de Van Der Waals. L’antimycin forme 14 interactions dont 3
interactions hydrogeénes avec Glul04, Asp84, Gly52, 7 interactions hydrophobiques avec
Ala59, Ala59, Ala59, Ala59, His87, His87, Leul10 et 4 interactions de Van Der Waals avec
Aspl105, GInl131, Thr108, Asn60. L’azalomycin a formé 19 interactions dont 3 interactions
hydrogeénes (Asnl133, GInl31, Glul04), 8 interactions hydrophobiques (Cys158, Ala59,
Ala59, Ala59, His87, Leull10, Leull0, Leul10), 1 interaction électrostatique (Asp105) et 7
interactions de Van Der Waals. La lomofungin a formé avec cette enzyme 16
interactions dont 6 interactions hydrogeénes (Asn133, Thr108, Asp84, His87, Asp105, Asp84),
2 interactions hydrophobiques (Cys158, GInl31), 2 interactions ¢électrostatiques (Cys158,
Cys158) et 6 interactions de Van Der Waals.

Pour le scytalone dehydratase, nous avons choisi les ligands fongiques (Camptothecin,
Griseofulyin et Huperzine A) et un ligand actinomycétale qui est le Pentalenolactone (Figure

53, Tableau 34).
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Figure 53. Illustrations 2D et 3D des interactions entre la Scytalone dehydratase et ses meilleurs ligands

Tableau 34. Types d’interactions entre le récepteur scytalone dehydratase et les meilleurs ligands fongiques et actinomycétales.

. Interaction . . Interaction .
Ligand hydrogéne Interaction hydrophobique Electrostatique Interaction Van Der waals

2 Phe51, Phe51, Leul45, Prol47,

S Carpropamid His83 Prol147, Phel56, Phel56, Ile149, / Asnl129, Tyr48, Leu52, Ala68, His108,

g Trp24, Leu74, Phel60, Tyr28, Val106, Gly163, Met67, Leul04,

B~ Val73, Val73, Leul 67, Argl64
Vall06, Phel 56, Phesl, Phesl, Tyr28, Leul45, Trp24, Leul 04, Serl27,

. Asnl129 His108, Val73, Val73, Val73,
Camptothecin TvrdS. Tvrds. Leul67. His83 / Pro147, Ile149, Alal25, Gly163, Leu74,

A¥g1 o 1Zhe1’60 Phorso. Ala68, Met67, Gln166, Leu52,

é) ) ) )

g Phes1, Phes1, Phel 56, Phel 60, Argl64, Gly163, Leu74, Thr81, His108,

.20 ) . Phel60, Phel60, Val73, Val73 )

S, Griseofulvin / ’ ’ ’ ’ / His83, Vall06, Ile149, Trp24, Tyr28,
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Huperzine A Tvrdg Tyr28, Leu74, Val73, Phe51, / Trp24, Leul45, Prol47, 1le149, Alal25,
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La scytalone dehydratase interagit avec le fongicide carpropamid en formant 26
interactions dont une liaison d’H avec His83, 16 interactions hydrophobiques avec Phe5l1,
Phe51, Leul45, Prol47, Prol47, Phel56, Phel56, 1le149, Trp24, Leu74, Phel60, Tyr28,
Val73, Val73, Leul67, Argl64, et 9 interactions de Van Der Waals. Pour les molécules
d’origine fongique, la camptothecin forme avec 1’enzyme 30 interactions dont 1 interaction
hydrogéne avec Asnl29, 15 interactions hydrophobiques avec Val106, Phel156, Phe51, Phe51,
His108, Val73, Val73, Val73, Tyr48, Tyr48, Leul67, His83, Argl64, Phel60, Phel60 et 14
interactions de Van Der Waals. La griseofulvin a formé 28 interactions dont 16
hydrophobiques (Phe51, Phe51, Phel56, Phe160, Phel60, Phel60, Val73, Val73, Leul67,
Ala68, Met67, Tyrd8, Tyr48, Phe64, Prol47, Leul45) et 12 Van Der Waals. L huperzine A
forme 21 interactions dont 1 hydrogéne (Tyr48), 10 hydrophobiques (Phel56, Phel56,
Phel56, Ala68, Tyr28, Leu74, Val73, Phe51, Phel60, Phel60) et 10 Van Der Waals. Pour les
ligands actinomycétales, Le pentalenolactone a formé 21 interactions avec 1’enzyme dont 2
interactions hydrogenes avec Tyr48, Tyr48, 8 interactions hydrophobiques avec His83,
His108, Val73, Phel56, Phel56, Phe51, Phel60, Phel60 et 11 interactions de Van Der
Waals.

Pour la thioredoxin réductase, nous avons choisi les ligands fongiques (Bassianin,
Fusapyrone, Huperzine A, Lovastatine, Mevinlon) et ligands actinomycétales
(Diazepinomicin, Hygromycin, Lomofungin, Polyoxin B et Transvalencin) (Figure 54,

Tableau 35).
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Figure 54. Illustrations 2D et 3D des interactions entre la thioredoxin réductase et ses meilleurs ligands

Tableau 35. Types d’interactions entre le récepteur thioredoxin réductase et les meilleurs ligands fongiques et actinomycétales.

Ligand E;fg;g;gﬁ? Interaction hydrophobique Ie’rllézﬁggzgque Interaction Van Der waals
Prol2, Prol2, Prol2, Leuds, Ser143, Asp149, Gly43, Ser306,
n Alal44, Alal44, Cys145, Cys148, Glyll, Alal21, Gly123, Gly293,
Bassianin Thr48 Alal26, Trp138, Lys125 Aregl28 Alal3, Asp294, Gln44, Arg301, I1e39,
303 : : His256, Thrd7, GIn302, Gly14,
Alal24,
11e39, 11e39, Lys125, Lys125, Aspl149, GIn302, Leuds, Ser306,
Fusapyrone %;%113288’ ?rrlilg& Lys125, Alal26, Alal26, ) Ala303, Asp294, Glyl1, Gly43,
Sorla3, > | Alal44, Cys145, Pro12, Cys148, Gly123, Met35, Gly38, Ala40, GIn44,
Arg301 Thr47, Alal3, His256, Ala124
2 . Alal26, Alal144, His256, Val51, Cys145, Trp138, Argl28,
g Huperzine A | Serl43, GInd4 1 301 Cys148 Aspl49 Lys125, Ile39, Thrd7, Leud5, Trh48
£ His256, His256, Arg301,
%‘ é‘la:‘lg:;’ (éys 1144155, Iéeuﬁ’g GIn302, Ala124, Asp294, Thrd7,
Lovastatine | Arg128 YSIA9, LYS 19, LYS TS, / GIn44, Ser143, Thrd8, Asp149, Vals1,
Cys145, Trp138, Alal44, Ao
Alal44, Ala144, Tle39, Lys125, ’
Alal126, Alal26
Alal26, Alal26, Arg301,
. é‘la:‘lg:;’ (iys L‘;&LCYZIS“% 145 GIn302, Ala124, Asp294, Asp149,
Mevinlon | Arg128 Y8 1A0, Lewtd, Leut, LYSIA, Thr48, Ser143, Thr47, GInd4, Vals1,
Cys145, Trp138, Alal44, A3
Alal44, Ala144, Tle39, Lys125,
His256, His256
o o Alal26, Prol2, Prol2, Tle39, Ser10, Gly11, Gly43, Thr122, Gly123,
5 ? | Diazepinomicin | Arg301, I1e39, Alal3, Leu45, Ala303, / Alal24, Gly293, Ser306, Asp294,
< S Arg301, Arg301, Cys148, GIn44, His256, GIn302, Lys125,
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Alal44, Alal44, Cysl45, Thr47, Trp138, Serl43, Asp149,
Cysl145 Argl28, Ala259, Ala40, Gly9, Leu37,
Alal21
Alal24, GIn302, Asp294, Leud5,
frfgg’ g}gﬁ’ Ala303, Cys145, Cys148, Ala144,
Hygromycin Ay 301’ A 30’1 I1e39, Lys125 Argl28 Thr48, Alal26, Trp138, Asp130,
Aig301’ A Glul34, His256, Thr47, Prol2,
g Ser306, Ala40
1111;‘1‘5’682&1% Val51, Asp49, Gly139, Aspl49,
Lomofungin ’ ’ Cys148, Leud5, Alal44, Trpl138 | Cys148 Argl28, Lys125, GIn302, Ala303,
Gln44, Asp294, Valld)
Arg301, Thr47
Argl28, Thr48,
Arg301, Ala303, Cys148, Cys145, Thrd7, Trp138,
Asp294, Glnd4, Leuds, Alal3, Gly293, Lys125
Polyoxin B gigj;t, %&;;31016, Alal44, Alal26 Asp294 Leu37, Thr122, Tle39, Ala259,
GIn302, Asp294, Alal24, Gly123, Gly9, Alal21
Prol2
[1e39, Thr47, Alal44, Cys145,
. GIn44, GIn302, Asp294, Cys148, Ala303, Ser306, Prol2,
Transvalencin |\ 30 Alal26, Trp138, Lys125 Argl28 Gly43, Gly123, Leuds, Alal24,
His256, Thr48, Glyl1, Ser143
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Avec les métabolites fongiques, la thioredoxin réductase a formé avec Bassianin 32
interactions dont une liaison d’H avec [I’acide aminé Thr48,11 interactions
hydrophobiques avec Pro12, Pro12, Prol2, Leu45, Alal44, Alal44, Cys145, Alal26, Trp138,
Lys125, Ala303, 2 interactions électrostatiques (Cys148, Argl28) et 18 interactions de Van
Der Waals. Le fusapyrone forme avec 1’enzyme 34 interactions dont 5 interactions
hydrogénes avec  Argl28, Argl28, Trpl38, Trh48, Serl43, 12 interactions
hydrophobiques avec 1le39, Ile39, Lys125, Lysl125, Lys125, Alal26, Alal26, Alal44,
Cysl45, Prol2, Cys148, Arg301 et 17 interactions de Van Der Waals. L’huperzine A forme
17 interactions dont 2 hydrogenes (Serl43, GIn44), 5 hydrophobiques (Alal26, Alal44,
His256, Arg301, Cys148), 1 hydrophobique (Aspl149) et 9 Van Der Waals. La lovastatine
forme 29 interactions dont 1 hydrogeéne (Argl28), 18 hydrophobiques (His256, His256,
Arg301, Ala303, Cysl48, Leu45, Cysl48, Cysl45, Cysl148, Cysl45, Trpl38, Alal44,
Alal44, Alal44, 11e39, Lys125, Alal26, Alal26) et 10 Van Der Waals. Le mevinlon forme
avec le thioredoxin réductase 30 interactions dont 1 interaction hydrogéne (Argl28), 19
hydrophobiques (Alal26, Ala126, Arg301, Ala303, Cys148, Cys148, Cys148, Leud5, Leu45,
Cysl45, Cysl45, Trpl38, Alal44, Alal44, Alal44, 11e39, Lys125, His256, His256) et 10
interactions de Van Der Waals. Pour les ligands actinomycétales, la diazepinomicin a formé
39 interactions avec 1’enzyme dont 1 interaction hydrogéne avec Arg301, 15 interactions
hydrophobiques Alal26, Prol12, Pro12, 1le39, I1e39, Alal3, Leu45, Ala303, Arg301, Arg301,
Cys148, Alal44, Alal44, Cysl45, Cysl45 et 23 interactions de Van Der Waals.
L’hygromycin forme 28 interactions dont 7 interactions hydrogenes avec Argl28, Gln44,
Lys125, GIn44, Arg301, Arg301, Arg301, 2 interactions hydrophobiques avec 11e39, Lys125,
1 interaction é€lectrostatique avec Argl28 et 18 interactions de Van Der Waals. La lomofungin
a formé 22 interactions dont 8 interactions hydrogeénes (Thr48, Ser143, Alal26, Gln44,
Gln44, Asp294, Arg301, Thrd7), 4 interactions hydrophobiques (Cys148, Leu45, Alal44,
Trp138), 1 interaction é¢lectrostatique (Cysl48) et 9 interactions de Van Der Waals. La
polyoxin B a formé avec cette enzyme 32 interactions dont 13 interactions hydrogeénes
(Argl128, Thr48, Arg301, Ala303, Asp294, GIn44, GIn44, Ser306, Gly43, Glyll, GIn302,
Asp294, Prol2), 2 interactions hydrophobiques (Alal44, Alal26), 1 interaction
¢lectrostatique (Asp294) et 16 interactions de Van Der Waals. La transvalencin forme 24
interactions dont 3 interactions hydrogeénes (GIn44, GIn302, Arg301), 3 interactions
hydrophobiques (Alal26, Trp138, Lys125), 2 interactions électrostatiques (Asp294, Argl28)

et 16 interactions de Van Der Waals.
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Pour le thioredoxin peroxidase, nous avons choisi les ligands fongiques (I’acide
kojique, P-hydroxybenzaldehyde, acide propionique, Tyrosol, Xanthone) et des ligands
actinomycétales  (Cycloserine, = 8-Hydroxyquinoline, acide  indole-3-carboxylique,

Phenylacetate et acide  3-Phenylpropionique)  (Figure 55, Tableau 36).
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Figure 585. Illustrations 2D et 3D des interactions entre la thioredoxin peroxidase et ses meilleurs ligands

Tableau 36. Différents types d’interactions entre le récepteur thioredoxin peroxidase et les meilleurs ligands fongiques et actinomycétales.

Licand Interaction Interaction Interaction Interaction Van Der waals
& hydrogéne hydrophobique | électrostatique
Acide kojique Thr54, Pro153 Val56 Argl33 Phe55, Leul52, Cys57, Pro50, Met51
P-
) hydroxybenzaldehyde Argl33, Thr54 Val56 Argl33 Phe55, Prol153, Leul52, Cys57, Met51, Pro50
=
15 ) ) Phe55, Cys57,
E‘J Acide propanoique Val56, Thr54 Pro50 / Pro58, Argl33, Met51, Leul52
§ Tyrosol Thr54, Met51 Val56 Argl33 Leul52, Prol153, Phe55, Cys57, Pro50, Ile130
6 Val56,
Val56
Xanthone Phe55, Thr54 ProSO’ Argl33, Argl33 Met51, Prol153, Vall54, Ile130
Leul52
Cycloserine Val56, Leul52 / / Pro50, Pro153, Met51, Thr54, Cys57, Phe55
. Leul52,
,% 8-Hydroxyquinoline / Pros0, Vals6 Argl33 Met51, Thr54, PheS5, Pro153, Ile130
Q Sy Val56
> 2 ’
E Af;flfoildl‘i’lij "\F]ﬁgg Met51, Pro50, Argl33, Argl33 | CysS57, Phess, Prol53
= yiq Leul52
2 Phenylacetate Met51, Thr54 Val56 Argl33, Argl33 Pro50, Cys57, Leul52, Pro153, Phe55
Acide 3- Leul52, Thr54, Cys57, Pro50, Met51, 1le130,
Phenylpropionique Argl33 Vals6 / Phe55, Prol53
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Dans la catégorie les métabolites fongique, I’enzyme thioredoxin peroxidase a formé
avec I’acide kojique 9 interactions dont deux liaisons d’H avec Thr54, Pro153, 1 interaction
hydrophobique avec Val56, 1 interaction électrostatique (Argl33) et 5 interactions de Van
Der Waals avec Phe55, Leul52, Cys57, Pro50, Met51. Avec la P-hydroxybenzaldehyde,
I’enzyme a établie 10 interactions dont 2 interactions hydrogénes avec Argl33, Thr54, 1
interaction hydrophobique avec Val56 et 1 interaction ¢électrostatique (Argl33) et 6
interactions de Van Der Waals. L’acide propanoique forme 9 interactions dont 4 hydrogenes
(Phe55, Cys57, Val56, Thr54), 1 hydrophobique (Pro50), et 4 Van Der Waals (Pro58,
Argl33, Met51, Leul52). Le Tyrosol forme 10 interactions dont 2 hydrogenes (Thr54, Met51)
1 hydrophobique (Val56), 1 interaction ¢lectrostatique (Argl33) et 6 Van Der Waals. Le
Xanthone forme avec le thioredoxin peroxidase 12 interactions dont 2 interactions hydrogeénes
(Phe55, Thr54), 4 hydrophobiques (Val56, Val56, Pro50, Leul52), 2 interactions
¢lectrostatiques (Argl33, Argl33) et 4 interactions de Van Der Waals (Met51, Prol53,
Vall54, Ile130). Pour les ligands actinomycétales, la cycloserine a formé 8 interactions avec
I’enzyme dont 2 interactions hydrogenes avec Val56, Leul52, et 6 interactions de Van Der
Waals : Pro50, Prol53, Met51, Thr54, Cys57, Phe55. La 8-Hydroxyquinoline forme 9
interactions dont 3 interactions hydrophobiques avec Leul52, Pro50, Val56, 1 interaction
¢lectrostatique avec Argl33 et 5 interactions de Van Der Waals avec Met51, Thr54, Phe5S5,
Pro153, Ile130. L’acide indole-3-carboxylique a formé 11 interactions dont 3 interactions
hydrogénes (Val56, Met51, Thr54), 3interactions hydrophobiques (Val56, Pro50, Leul52), 2
interactions électrostatiques (Argl33, Argl33) et 3 interactions de Van Der Waals (Cys57,
Phe55, Pro153). La phenylacetate a formé par cet enzyme 10 interactions dont 2 interactions
hydrogénes (Met51, Thr54), 1 interaction hydrophobique (Val56), 2 interactions
¢lectrostatiques (Argl33, Argl33) et 5 interactions de Van Der Waals (Pro50, Cys57,
Leul52, Prol53, Phe55). L’acide 3-Phenylpropionique forme 10 interactions dont 1
hydrogene (Argl33), 1 hydrophobique (Val56) et 8 de Van Der Waals.

Pour 3HNR, nous avons choisi les ligands fongiques (Phenylethyl alcool, P-
hydroxybenzaldehyde et Tyrosol) et ligands actinomycétales (8-Hydroxyquinoline, acide

indole-3-carboxylique, Phenylacetate, acide 3-Phenylpropionique et Streptokordin) (Figure
56, Tableau 37).
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Tableau 37. Types d’interactions entre le récepteur 3HNR et les meilleurs ligands fongiques et actinomycétales.

Tyr201, Cys205

Licand Interaction Interaction Interaction Interaction Van Der waals
& hydrogéne hydrophobique | électrostatique W
. [le150, Trp227, Thr151, Tyr163, His160, Val103, Gly194,
Pyroquillon lle130, Serl49 | 1.0 08 Tyr208 Met200 Met267, Gly195, Val204, Tyr201, Cys205
Tyr163, Pro193, 1le196, Gly195, Thr198,
3 Tricyclazole / TTyrrzz%% Eye r1250(§§, / Ser149, Tyr201, Gly194, Thr151, Val204,
5 YIeve, : Cys205, Trp227
g Thrl51, Ile150, Tyrl163, Gly194, Gly195,
= Phthalide / Tyr208 Met200 Met267, Val103, Trp227, Val204, Tyr201,
Cys205
. Tyrl63, Tyr208, | Tyr208, Tyr208, Met200, Val204, Tyr201, Val103, Gly195, Trp227,
4-nitro - inden-1- one Cys205 Gly194, le150 Met267 His160, Ser149, Thr151
Cys205, Tyr201, Trp227, Val204, Tle150,
% Phenylethyl alcool Tyr163, Ser149 Tyr208 Met200 Gly195. His160, Thr151. Gly194, Pro193
g P- Pro193, Thr151, 1le150, Met267, Val103
bD 2 b 2 2 2
2 | hydroxybenzaldehyde | Y163, Serld49 | Tyr208, Gly194 Met200 Gly195, Val204, Trp227, Tyr201, Cys205
§ 1le196, Lys167, Ser149, Thr151, Pro193,
S Tyrosol Cys205 Gly194, Tyr208 Met200 Tyr163, Tle150, His160, Gly195, Met267,
Trp227, Val204, Tyr201
¢ Hvdroxvauinoline / Tyr208, 1le150 Met267, Gly195, Cys205 Tyr201, Val204 Val103,
yaroxyq Gly194, Tyr208 Met200 Trp227 Thrl51, Tyr163
Acide indole-3- Tyr208, Gly194, Ser149, Thr151 His160, Val103 Val204,
7 carboxylique Tyrl63, Tyrl63 | 110150 Tyr208 Met200 Tyr201, Cys205 Trp227, Gly195 Met267
B> Tyr163, Gly195 Trp227, Cys205 Val204, Tyr201 Ile150,
> Phenylacetate, Ser149 Tyr208, Gly194 / Met200, Thr151 Pro193
S Acide 3. Thrl51, Ile150 Gly194, Pro193 Val204,
S| bremloronioniaue Gly195 Tyr208 Met200 Tyr201 Cys205, Trp227, Lys167, Ser149,
< yipropioniq Tyr163, His160
Gly194, Tyr208,
Streptokordin Tyr163 Val204, Met200, / Gly193, Pro193, Trp227, Met267, Ilel 50,

Thr151, Ser149
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3HNR a formé avec le fongicide Pyroquillon 17 interactions dont deux liaisons d’H avec
les résidus Ilel150 et Ser149, 4 interactions hydrophobiques avec Ile150, Trp227, Tyr208,
Tyr208, linteraction ¢électrostatique avec Met200 et 10 interactions de Van Der Waals.
Cependant, avec le fongicide Tricyclazole, 1’enzyme forme 16 interactions dont 4
hydrophobiques (Tyr208, Tyr208, Tyr208, Ile150) et 12 interactions de Van Der Waals
(Tyr163, Pro193, 1le196, Gly195, Thr198, Ser149, Tyr201, Gly194, Thr151, Val204, Cys205,
Trp227). Et avec le troisieme fongicide Phthalide, I’enzyme forme 13 interactions dont 1
hydrophobique (Tyr208), 1¢lectrostatique (Met200) et 11 interactions de Van Der Waals. Le
fongicide, 4-nitro - inden-1- one interagit également avec le site actif de ’enzyme en formant
17 interactions dont 3 interactions hydrogenes (Tyr163, Tyr208, Cys205), 4 hydrophobiques
(Tyr208, Tyr208, Glyl194, Ile150), 2 interactions électrostatiques (Met200, Met267) et 8
interactions de Van Der Waals. Pour les métabolites d’origine fongique, le phenylethyl alcool
forme avec I’enzyme 14 interactions dont 2 interactions hydrogenes avec Tyr163, Ser149, 1
interaction hydrophobique avec Tyr208, 1 interaction ¢lectrostatique (Met200) et 10
interactions de Van Der Waals avec Cys205, Tyr201, Trp227, Val204, Ile150, Glyl95,
His160, Thr151, Gly194, Pro193. Le P-hydroxybenzaldehyde forme 15 interactions dont 2
interactions hydrogenes (Tyr163, Ser149), 2 hydrophobiques (Tyr208, Gly194), 1 interaction
¢lectrostatique (Met200) et 10 Van Der Waals (Pro193, Thrl51, Ile150, Met267, Vall03,
Gly195, Val204, Trp227, Tyr201, Cys205). Le tyrosol forme 17 interactions dont 1
hydrogéne (Cys205) 2 hydrophobiques (Gly194, Tyr208), 1 électrostatique (Met200) et 13
Van Der Waals. Pour les ligands actinomycétales, le 8-Hydroxyquinoline a formé 14
interactions avec I’enzyme dont 4 interactions hydrophobiques avec Tyr208, Ile150, Gly194,
Tyr208, 2 interactions électrostatiques avec Met267, Met200 et 8 interactions de Van Der
Waals. L’acide indole-3-carboxylique a formé avec 3HNR 17 interactions dont 2 hydrogénes
(Tyr163, Tyrl163), 4 hydrophobiques (Tyr208, Gly194, Ile150, Tyr208), 1 électrostatique
(Met200) et 10 interactions de Van Der Waals. Cependant, le phenylacetate a formé avec
3HNR 13 interactions dont 3 liaisons d’H avec Tyr163, Gly195, Ser149. Les acide aminés
Tyr208, Gly194 participent également dans 1’interaction en fournissant des interactions
hydrophobiques et le Trp227, Cys205, Val204, Tyr201, Ile150, Met200, Thrl51, Pro193
forment des interactions de Van Der Waals avec le ligand. L’acide 3-Phenylpropionique a
formé¢ 15 interactions dont 1 hydrogéne (Gly195), 1 hydrophobique (Tyr208), 1
¢lectrostatique (Met200) et 12 interactions de Van Der Waals. Enfin, le streptokordin a établie
14 interactions dont 1 hydrogene (Tyr163), 6 hydrophobiques (Gly194, Tyr208, Val204,
Met200, Tyr201, Cys205) et 7 de Van Der Waals.
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Pour 4HNR, nous avons choisi les ligands fongiques (Camptothecin, Diosgenin, 8-O-di
methylaverufin, acide fusidique, 8-O-methylaverufin) et ligands actinomycétales
(Daunorubicin, Doxorubicin, Hygromycin, Nikkomycin, Tetracycline) (Figure 57, Tableau
38).
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Figure 57. Illustrations 2D et 3D des interactions entre la 4HNR et ses meilleurs ligands
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Tableau 38. Types d’interactions entre le récepteur 4HNR et les meilleurs ligands fongiques et actinomycétales.

Ligand Interaction Interactiqn Interactign Interaction Van Der waals
hydrogéne hydrophobique | électrostatique
Met199, Tyr162, Gly194, 1le149, Thr150,
2 Pyroquillon / Val207, Val207 Met263 Gly193, Leu223, 11e220, Arg204, Phe200,
IgD His159, Ser148, Val195, Gly203
=) His102, Met199, Gly203, Arg204, Leu223,
2 | Tricyclazole / Valzggéggl%’ Voo Tlc149, Thrl50, Ser148, Tyrl62, Gly194,
11220
Met199, Met199,
Met199, Met199, Phe200, Vall195, Thr197, Gly22, Gly24,
Diosgenin Ser]48 Ile23, Ile23, / Asn98, Gly18, Ala99, Gly100, Thr146,
Ile23, Pro192, Tyr162, Gly193, Gly194, 1le149, Thr150,
Met263, Val207, Ile156, Arg21, Arg204, His102, Lys166,
Val207, His159
Arg204, Phe200, His102, Lys206, Val207, His159, Thr150,
. Gly203, Gly208, Met199, Met199,
Camptothecin Ser148. Tyrl62, Met199, Met199, / Ile149, Pro192, Thr146, Asn98, Gly24, Gly22,
123, 1123 Thr197, Gly194, Val195, Lys166, Ser147,
g Ile23, Met199,
g Ser148, Tyrl62 Met199, Met199, Thr197, Val195, Gly194, Leu223, His159,
g 8-O-di Serl48’ Phe200’ Ile149, Met263, / Thr150, Pro192, Ser147, Lys166, Gly100,
= methylaverufin Ar:g20 4 ’ 11e220, Phe200, Thr146, Asn98, Gly24, Gly22, Ile156, Val216,
O Arg204, Val207, Val208
Val207
Vall95, Arg204, Thr197, Gly194, Leu223, Gly193, Met263,
' N Tle23, Lys166, Phe200, T1e220, Ile149, Pro192, Thr150, Ser148, Ser147,
Acide Fusidique Tvrl62. Glv22 Val207. Met199 / Thr146, Gly100, Ala99, Asn98, Asp198,
yrive, By ’ . Arg21, le101, Gly24, Gly18, His102, His159,
Met199, Ile23
Gly203,
Ile23, Met199, Thr150, Ser148, Ser147, Pro192, Lys166,
8-O- Tyrl62, Arg204, Met199, Met199, / Thr146, Gly100, Asn98, Gly24, Thr197,
methylaverufin Phe200 Val207, Ile149, Vall95, Gly194, 11e220, His159, Gly22,
Met263 Ile156,
Gly194, Ser148,
His159, His102, Pro192, Gly193, 1le149, Thr150, Phe200,
Hygromycin Gly100, Arg21, Met199, Vall95 / Gly203, Val207, Arg204, Lys206, Thr146,
Arg21, Asp198, Ala99, Gly22, Thr197
Gly24, Glyl18, I1e23
Phe200, Gly100, Arg21, Met199, Asp198, Ala99, Thr146, Lys166, Pro192,
Daunorubicin Asn98, Gly18, Met199, Met199, Met263 Tyr162, Ser148, Thr150, Ile149, Val207,
Gly18, Arg21, Arg204, Gly193, Gly194, Gly203, Val195, 1le23, Thr197,
. Arg21, Serl47 Phe200 Gly22, Ala25, Tyr201, 1lel01,
{":): 3;11190% (I}JI;ISII%% Gly193, Arg204, I1e149, Thr150, Ser148, Ser147, Tyrl62,
E‘ Doxorubicin Asn98’ Glyl8 ’ Met199, Met199, Met263 Pro192, Thr146, Ala99, Ala25, Gly22, 1le23,
S ’ ’ Met199, Arg21, Thr197, Asp198, Vall195, Gly203, Gly194,
£ Arg2l, Arg2l, Phe200 Val207, Tyr201, Tle101
2 Phe200, Asn98 Y :
Gly194, Met263, 11e220, Val207, 1le149,
Tetracycline ”\Fflallﬂg;’ gﬁg?}g’ Ile23, Pro192, / Thr150, Ser148, His159, His102, Ser147,
Phe200, Arg20 4’ Met199 Lys166, Thr146, Ala99, Gly100, Asn98,
’ Arg21, Gly22, Gly193
Lys166, Ser147,
Tyrl62, Tyrl62, Ser148, Pro192, Thr146, Ile23, Asp198, Gly22,
Nikkomycin Vall95, Asn98, Met199, Arg21 / Gly24, Ala99, Thr197, Val207, Arg204,
Asn98, Asn98, Gly194, Gly193, Thr150, Ile149, His102
Gly100, Phe200
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L’enzyme 4HNR a formé avec le fongicide Pyroquillon 17 interactions dont 2
interactions hydrophobiques avec Val207, Val207, une interaction ¢électrostatique avec
Met263 et 14 interactions de Van Der Waals avec Met199, Tyr162, Gly194, 1le149, Thr150,
Gly193, Leu223, 11e220, Arg204, Phe200, His159, Ser148, Val195, Gly203. Cependant, avec
le fongicide Tricyclazole I’enzyme a formé 16 interactions dont 3 hydrophobiques (Val207,
Gly193, Phe200), 2 ¢lectrostatiques (Met263, Met263) et 11 interactions de Van Der Waals
(His102, Met199, Gly203, Arg204, Leu223, Ilel49, Thrl150, Serl48, Tyrl62, Glyl94,
[1e220). Concernant les ligands fongiques, le diosgenin forme avec [’enzyme 33
interactions dont 1 interaction hydrogeéne avec Ser148, 12 interactions hydrophobiques avec
Met199, Metl199, Metl199, Metl199, Ile23, Ile23, Ile23, Prol92, Met263, Val207, Val207,
His159, et 30 interactions de Van Der Waals. De son c6té, le Camptothecin forme 28
interactions dont 4 interactions hydrogeénes (Gly203, Gly208, Serl48, Tyrl62), 8
hydrophobiques (Arg204, Phe200, Met199, Met199, Met199, Met199, Ile23, Ile23), et 16
Van Der Waals. Le 8-O-di methylaverufin forme 33 interactions dont 5 hydrogenes (Ser148,
Tyr162, Ser148, Phe200, Arg204) 11 hydrophobiques (Ile23, Met199, Met199, Metl99,
[le149, Met263, 11e220, Phe200, Arg204, Val207, Val207), et 17 Van Der Waals. L’acide
fusidique, forme 34 interactions dont 4 hydrogenes (Ile23, Lys166, Tyrl62, Gly22) 8
hydrophobiques (Vall95, Arg204, Phe200, 11e220, Val207, Met199, Met199, Ile23), et 22
Van Der Waals. Cependant, le 8-O-methylaverufin forme 26 interactions dont 3 hydrogénes
(Tyr162, Arg204, Phe200) 7 hydrophobiques (Ile23, Met199, Met199, Met199, Val207,
Ile149, Met263), et 16 Van Der Waals. Pour les ligands actinomycétales, 1’hygromycin a
formé 26 interactions avec ’enzyme dont 11 interactions hydrogénes avec Gly194, Ser148,
His159, His102, Gly100, Arg21, Arg2l, Aspl98, Gly24, Glyl8, Ile23, 2 interactions
hydrophobiques avec Met199, Val195 et 13 interactions de Van Der Waals. La daunorubicin
a formé avec 4HNR 35 interactions dont 8 hydrogenes (Phe200, Gly100, Asn98, Glyl8,
Gly18, Arg21, Arg21, Ser147), 7 hydrophobiques (Arg21, Met199, Met199, Met199, Arg204,
Gly193, Phe200), 1 ¢électrostatique (Met263) et 19 interactions de Van Der Waals. Cependant,
la doxorubicin a formé avec 4HNR 37 interactions dont 10 liaisons d’H avec Asn98, Gly100,
Gly100, Lys166, Asn98, Gly18, Arg21, Arg21, Phe200, Asn98. Les résidusGly193, Arg204,
Met199, Met199, Met199, Arg21, Phe200, ont fourni des interactions hydrophobiques et le
Met263 a établie avec le ligand une interaction électrostatique. D’autres attraction de Van Der
Waals sont également observées au sein du complexe. La tetracycline a formé 27
interactions dont 6 hydrogeénes (Vall95, Thr197, Thr197, Phe200, Phe200, Arg204), 3
hydrophobiques (Ile23, Pro192, Metl199), et 18 interactions de Van Der Waals. Enfin, la
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nikkomycin a formé 28 interactions dont 10 hydrogénes (Lys166, Ser147, Tyr162, Tyr162,
Val195, Asn98, Asn98, Asn98, Gly100, Phe200), 2 hydrophobiques (Met199, Arg2l) et 16
de Van Der Waals.

Comme conclusion générale sur I’investigation des interactions moléculaires établies au
sein des différents complexes récepteur-ligand étudiés, nous pouvons dire que la plupart des
top-ligands fongiques ou actinomycétales interagissent avec leur récepteur en établissant au
moins une liaison avec 1’'un des acides aminés clé du site actif des enzymes modélisé. Ces
acides aminés ont ¢ét¢ déterminés en réalisant des alignements des séquences requétes avec
leur meilleurs templates respectifs, ce qui nous a permis les identifier a partir des
appariements issus des alignements. En interrogeant avec ces résidus clés, les ligands en
question bloquent soit ’entré des substrats normaux de ces enzymes (action compétitive) ou
la sortie du produit de leur produit d’hydrolyse (action non-compétitive) affectant ainsi la

fonction biologique naturelle de ces enzymes.

Par conséquence, on peut conclure que les molécules bioactives produites par les
actinomycetes et les champignons filamenteux peuvent avoir des activités antifongiques
contre le genre d’Alternaria en actant comme des inhibiteurs potentiels de [’activité
biologique de plusieurs cibles enzymatiques potentielles chez ce phytopathogeéne redoutable.
6. Etude pharmacocinétique et ADMET

Les molécules de type médicamenteux ou phytosanitaires sont définies comme ceux qui
ont des propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques appropriées pour devenir des
molécules biologiquement efficaces et biodisponibles. Malgré la définition claire, I’étude des
propriétés de composé chimique de type médicaments ou phytosanitaires est une tache
difficile. A cette fin, les descripteurs moléculaires sont utiles car ils fournissent une
expression numérique des caractéristiques chimiques. Des descripteurs tels que le poids
moléculaire, le nombre d'hydrogénes ou le nombre de liaisons rotatives expriment des
caractéristiques telles que la taille, la polarit¢ et la flexibilit¢. La somme de plusieurs
descripteurs moléculaires différents est utilisée pour établir le profil des principales
caractéristiques pharmacocinétiques d'un médicament ou un produit phytosanitaire (Loureiro
et al., 2019). Le tableau 39 résume le résultat des caractéristiques pharmacocinétiques des

ligands biofongicides potentiels.

Dans le cas de notre investigation, les molécules étudiées ne sont pas destinées a étre des

médicaments mais plutot des molécules phytosanitaires. Par conséquence, le but de cette
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partie d’étude n’est pas la prédiction de I’efficacité thérapeutique de nos molécules, mais c’est
surtout 1’évaluation de leur non-toxicité sanitaire et leur sécurité environnementale, vu
qu’elles sont destinées a étre appliquées a grande échelle dans 1’environnement et sur les
produits consommables, et risquent donc de finir dans la chaine alimentaire humaine et
animale. Sur la base de ce point de vue, il sera intéressant de comprendre le comportement de

ces molécules et leur impact sur la physiologie des systémes biologiques des mammiferes.

Dans cette investigation, un sous-ensemble de ligands a été sélectionné de I’ensemble
global de départ. Dans cette sélection, nous nous somme basé sur les résultats de I’analyse de
I’amarrage moléculaire, de sorte que pour chaque enzyme, les ligands donnant les meilleurs
résultats de docking moléculaire ont été choisis et soumis aux différents tests in silico de leurs

propriétés pharmacocinétiques.
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Tableau 39. Résultat de 1’étude pharmacocinétique des ligands biofongicides potentiels

=

= &
2~ a o )
3% | = 2, <l a|l 2 = 2| 8| 8| 5| 8
=E| F) F |E|8 | 2 |¥| 2| & 8|2 :
n o — E

= =

I~

Altersolanol A 336.080 1.1 -3.14 (S) 8 6 147.68 79.36 4 | Oui | Non | Non | Non | Oui
Bassianin 395.45 3.83 -3.66 (S) 5 3 99.76 114.57 7 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Camptothecin 348.35 220 | -583(M.S) | 5 1 81.42 95.31 1 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Cerinolactone 290.40 | 3.26 -2.62 (S) 3 1 46.53 83.80 2 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Diosgenin 414.62 5.01 -4.49(MS) 3 1 35.69 121.59 O | Oui | Non | Oui | Oui | Non
8-O-di methylaverufin 39639 | 3.06 | -5.86(MS) 7 1 91.29 102.34 2 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Emodin 270.24 1.87 -3.91 (S) 5 3 94.83 70.78 0O | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Acide Fusidique 516.71 4.74 | -4.30(MS) 6 3 104.06 146.36 6 | Oui | Non | Oui | Oui | Non
Fusapyrone 606.79 4.41 -4.41(MS) 9 6 160.82 169.96 16 | Non | Non | Non | Non | Non
Acide Gibberellique 290.40 3.26 -2.62(S) 3 1 46.53 83.80 2 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Gibberellins 346.37 1.15 -1.46 (S) 6 3 104.06 86.87 1 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Griseofulvin 352.77 2.41 -4.71(MS) 6 0 71.06 86.59 3 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Huperzine A 242.32 1.91 -3.83 (S) 2 2 58.88 72.87 O | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Acide Kojique 142.11 | -0.16 -1.17(S) 4 2 70.67 33.13 I | Oui | Non | Oui | Oui | Non
Lovastatine 404.54 3.89 -3.17(S) 5 1 72.83 113.92 7 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
8-O-methylaverufin 38236 | 2.65 | -5.17(MS) 7 2 102.29 97.87 1 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
6-O methyl alaternin 300.26 1.92 | 4.02(M.5) | 6 3 104.03 77.28 1 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Mevinlon 404.51 3.80 -3.19(S) 4 1 72.72 113.80 6 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
phenylethyl alcool 122.16 1.64 -2.58(S) 1 1 20.23 37.38 2 | Oui | Non | Oui | Oui | Non
P-hydroxybenzaldehyde 122.12 1.17 -1.72(S) 2 1 37.30 33.85 1 Oui | Non | Oui | Oui | Non
Acide propanoique 74.08 0.30 0.09(S) 2 1 37.30 18.31 1 Oui | Non | Oui | Oui | Non
Tenellin 369.41 3.34 -3.59(S) 5 3 99.76 105.43 6 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Tyrosol 138.16 1.10 -2.03(S) 2 2 40.46 39.40 2 | Oui | Non | Oui | Oui | Non
Xanthone 196.20 | 2.84 | -5.29(MS) 2 0 30.21 59.55 0O | Oui | Oui Oui | Oui | Non
Anthraquinones 270.28 | 2.15 -2.40 (S) 4 2 74.60 72.90 0O | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Antimycin 250.25 1.27 -1.20 (S) 5 2 83.83 63.58 1 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Azalomycin 478.65 3.21 -4.91(MS) 6 3 156.49 128.98 6 | Oui | Oui | Non | Non | Non
Cycloheximide 281.35 1.30 -2.38 (S) 4 2 83.47 78.47 3 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Cycloserine 102.09 | -1.02 0.27(S) 3 2 64.35 25.13 O | Oui | Non | Oui | Oui | Non
Daunorubicin 527.22 1.12 -4.04(MS) 11 5 185.84 131.50 4 | Non | Non | Non | Non | Non
Diazepinomicin 462.58 542 -6.49(FS) 4 4 98.48 142.09 8 | Oui | Non | Oui | Non | Non
Doxorubicin 543.53 0.44 -3.46(S) 12 6 206.07 132.66 S | Non | Non | Non | Non | Non
8-Hydroxyquinoline 145.16 1.76 3.10(S) 2 1 33.12 43.77 O | Oui | Non | Oui | Oui | Non
Hygromycin 51148 | -1.47 0.72(S) 12 7 204.47 118.27 7 | Non | Non | Non | Non | Non
Indole-3-carboxylic acid | 161.16 1.56 -2.65 (S) 2 2 53.09 45.06 1 Oui | Non | Oui | Oui | Non
Lomofungin 314.25 0.53 -3.77(S) 7 3 129.58 81.75 2 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Nikkomycin 49544 | -3.12 0.16 (S) 12 8 250.32 114.90 9 | Non | Non | Non | Non | Non
Pentalenolactone 276.28 1.44 -1.50 (S) 5 1 76.13 68.73 1 | Oui | Oui Oui | Oui | Oui
Phenylacetate 135.14 1.16 -2.14(S) 2 0 40.13 36.04 2 | Oui | Non | Oui | Oui | Non
3-Phenylpropionic acid 150.16 1.78 -2.56(S) 2 1 37.30 42.79 3 | Oui | Non | Oui | Oui | Non
Polyoxin B 507.41 | -5.07 3.14 (S) 14 | 10 | 309.98 107.07 | 12 | Non | Non | Non | Non | Non
Streptokordin 151.16 0.97 -2.64(S) 2 1 49.93 42.22 1 Oui | Non | Oui | Oui | Non
Streptothricin 502.52 | 4.21 0.32 (S) 11 10 268.90 12792 | 12 | Non | Non | Non | Non | Non
Tetracycline 49544 | -3.12 0.16(S) 12 8 250.32 114.9 9 | Non | Non | Non | Non | Non

Transvalencin 363.37 0.72 -3.19 (S) 7 4 137.32 95.65 11 { Oui | Oui | Non | Non | QOui

HBD : Donneur de liaison hydrogene, HBA : Accepteur de liaison hydrogéne, TSA : Surface polaire topologique, AMR : réfractivité molaire atomique,
nRB : nombre de liaisons rotatives, S : soluble, MS : modérément soluble, FS : faiblement soluble, =~ [[_] Résultat acceptable.
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6.1.Analyse des propriétés ADME (Drug Likeness)

ADMET désigne 1'absorption, la distribution, le métabolisme, I'excrétion et la toxicité des
médicaments. Parce qu'il n'est pas pratique d'effectuer des procédures expérimentales
ADMET complexes et cotliteuses pour un grand nombre de composés, la prédiction ADMET
in silico devient la méthode de choix dans la découverte précoce des molécules bioactives
(Wang et al., 2015). Les tableaux ci-dessous montrent les résultats Drug Likeness et ADMET
des ligands étudiés.

Lipinski a proposé la « régle de 5 », un filtre important et principal. Cette « régle de 5 »
comprend quatre régles principales qui sont : un poids molaire MW<500, logP< 5, nombre
d'atomes donneurs de liaison hydrogéene HBD<5 et un nombre d'accepteurs de liaison
hydrogéne atomes HBA<10. Il indique qu'une bonne absorption est moins probable pour un
compos¢ si deux ou plusieurs de ces régles sont violées. Cependant, cela ne peut qu'aider a
une premiere interprétation d'une molécule. Un composé qui remplit tous les critéres est plus
susceptible d’étre perméable et, par conséquent, également plus susceptible d'étre
biodisponible par voie orale. Néanmoins, tous les composés qui remplissent les critéres ont
une bonne biodisponibilité et une bonne absorption (Winiwarter et al., 2007).

Le filtre de Ghose comprend : 160 < poids moléculaire <480, —0.4 < LogP <5.6,40<1a
réfractivité molaire < 130 et 20 < nombre d'atomes < 70 (Ghose ef al., 1999). Le filtre de
Veber inclut un nombre de liaisons rotatives < 10 et une TPSA < 140 (Veber et al., 2002). Le
filtre d'Egan comprend un LogP < 5.88 et un TPSA < 131 (Egan et al., 2000). Le filtre de
Muegge comprend un 200 < poids moléculaire < 600, =2 < LogP < 5, TPSA < 150, le nombre
de carbone > 4, le nombre d'hétéroatomes > 1, le nombre de liaisons rotatives < 15, les
accepteurs de liaisons hydrogene < 10 et les donneurs de liaisons hydrogéne < 5 (Muegge et
al., 2001).

Le poids moléculaire est li¢ a la taille de la molécule. Les composés a haut poids
moléculaire sont moins susceptibles d'étre absorbés et donc d'avoir acces a leur cible.
L'augmentation de la taille empéche également la diffusion passive a travers les chaines
latérales aliphatiques serrées de la bicouche lipidique des membranes cellulaires. Ainsi, en
essayant de maintenir des poids moléculaires aussi bas que possible devrait étre le désir de
chaque concepteur de molécules bioactives (Sreelakshmi ef al., 2017). Le poids moléculaire
est I'un des parameétres de la « régle des cinq » de Lipinski, les composés avec un poids
moléculaire de 180 a 500 Dalton sont per¢us comme biologiquement plus efficaces (Virani,

2018).
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A T’exception des ligands acide fusidique, fusapyrone, daunorubicin, doxorubicin,
hygromycin, polyoxin B, streptothricin, les métabolites choisis ont tous des poids
moléculaires ne dépassant pas 500 g/mol. Ce qui signifie qu’ils peuvent avoir une diffusion
facile a travers les membranes biologiques. La lipophilie appartient également a I'un des cinq
facteurs déterminant la biodisponibilité d'une molécule bioactive dans la régle des cing
critéres de Lipinski.

La lipophilie est un paramétre précieux des molécules bioactives qui affecte son activité
dans le corps humain. La valeur Log P du composé indique la perméabilité d’'une molécule
pour atteindre le tissu cible dans le corps (Czyrski, 2019). Plus les valeurs de log P sont
faibles, plus la lipophilie de la substance chimique est forte (Yadav et Mohite, 2020). Un
guide général pour une bonne biodisponibilité orale est d'avoir un logP modéré (0<log P<5).
En effet, pour un log P trop élevé, la molécule bioactive a une faible solubilité aqueuse. Dans
le cas d'un Log P trés bas, molécule bioactive a du mal a pénétrer dans les bicouches
lipidiques des membranes cellulaires (Zerroug et al., 2019).

A T’exception de Diosgenin et Diazepinomicin, tous les autres métabolites ont montré un
coefficient de lipophilie Log P compris inférieurs a 5, suggérant ainsi une bonne absorption
(tableau 39).

La solubilité est un facteur important pour obtenir une action pharmacologique optimal.
Le principal probléme rencontré lors de la synthése de nouveaux médicaments par exemple
est la faible solubilité. Sur la base du classement standard de la solubilité des molécules
bioactives, la valeur de solubilit¢ dans l'eau calculée (log S = —2,51) classe la molécule
¢tudiée comme un bon soluble lorsque Log S comprise entre -1 et -4, et entre 1 et 4 ce qui est
la propriété pharmacocinétique recherchée pour 1'absorption et la distribution (EI-Shamy e?
al., 2022).

A T’exception de la diazepinomicin qui montre une valeur LogS trop faible le qualifiant
de faible soluble, les autres métabolites ont donnant des LogS qui les classe soit comme
modérément solubles ou comme activement solubles.

Les liaisons hydrogéne augmentent la solubilit¢ dans l'eau. Le nombre de liaisons
hydrogéne réduit la séparation de la phase aqueuse dans la bicouche lipidique de membrane
de perméation par diffusion passive (Sreelakshmi ef al, 2017). De nombreux
donneurs/accepteurs de liaisons hydrogeéne peuvent avoir un effet délétere sur la perméabilité
de la membrane de la molécule bioactive. Ces groupes polaires peuvent diminuer 1'affinité
envers la région membranaire hydrophobe et également augmenter la pénalité de

désolvatation de I'eau lors de la pénétration de la molécule bioactive. En plus d'avoir la
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bioactivité souhaitée, une molécule bioactive doit démontrer une pharmacocinétique
favorable, un bon équilibre entre la lipophilie et I'hydrophilie est donc crucial (Coimbra et
al., 2021). Yang et al., (2021) rapporte que pour que I’équilibre d’hydrophilie soit atteint, le
nombre accepteur de liaisons d’hydrogeéne doit étre compris entre 1 et 10 et le nombre de
donneur compris entre 1 et 5.

Concernant le nombre des liaisons H donneurs et accepteur, la majore partie des
métabolites analysés ont montré un nombre inférieur a 10 pour le premier et inférieur a 5 pour
le deuxiéme type (Tableau 39).

TPSA est une propriété physico-chimique décrivant la polarité des molécules. La surface
polaire (PSA) d'une molécule est définie comme la somme de la surface sur tous les atomes
polaires, principalement l'oxygene et 1'azote, y compris également leurs hydrogénes attachés.
TPSA est étroitement 1i¢ au potentiel de liaison hydrogéne d'un composé. Les molécules avec
des valeurs TPSA > 140 A? ou plus montreraient une mauvaise qualité d’absorption, et des
valeurs comprises entre 90 <TPSA < 140 A? sont nécessaires pour permettre la pénétration a
travers les membranes cellulaires (Srivastava, 2021).

D’apres les résultats obtenus (Tableau 39), les valeurs TSPA des métabolites analysés les
classes en deux catégories, a savoir des molécules ayant une trés bonne qualité d’absorption,
et des molécules a trés faible absorption.

La réfractivité molaire atomique (ARM) est un critére important pour mesurer le facteur
stérique. Il est généralement désigné comme une simple mesure du volume occupé soit par un
atome individuel ou un cluster (groupe) d'atomes (Almi et al., 2014). 1l a également été
suggéré que la réfraction molaire entre 40 et 130 est la gamme acceptable de composés

biologiquement efficaces (Inbathamizh et Padmini, 2013).

A D’exception des 12 métabolites 1’acide fusidique, fusapyrone, acide kojique, phenylethyl
alcool, p-hydroxybenzaldehyde, acide propanoique, tyrosol, cycloserine, daunorubicin,
diazepinomicin, doxorubicin, dhenylacetate, le critetre AMR est vérifi¢ pour tous les ligands

étudiés.

Le nombre de liaisons rotatives (NRB) exprime la flexibilité d'une molécule. NRB est le
nombre de liaisons qui permettent une rotation libre sur elles-mémes. La flexibilité
moléculaire concerne la facilité¢ avec laquelle la molécule traverse la membrane. Le nombre
de liaisons rotatives d’une molécule bioactive efficace est inférieur a 10 (Zerroug et al.,

2019).
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A T’exception de fusapyrone, Polyoxin B, Streptothricin, Transvalencin, toutes les molécules
présentent un nombre de liaisons rotationnelles inférieur a 10, vérifiant ainsi un autre critére

de la régle de Veber, qui indique leur bonne biodisponibilité.
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Tableau 40. Résultat de 1’¢tude ADME des métabolites fongiques et actinimycétales sélectionnés.

Sl S| Bl Bl O«
2| 9| = | = | B2 BY| ER| 88| £S5 _
8 = Sl =28 s 2 2 @)
2 S = ~ | Bx| B&| Bx| 25| B
EC| EC| 7| EF] E°
Altersolanol A Non Non Oui Oui - - - - - 3.321 (F)
Bassianin Non Oui Oui | Oui - - + - - 5.868(M)
Camptothecin Oui Oui Non | Oui + - + - + 6.862(M)
Cerinolactone Non Oui Non | Oui - - + - - 9.582(M)
Diosgenin Oui Oui Non | Oui - - - - - 23.33(E)
8-O-di methylaverufin Non Oui Non | Oui - + + - + 7.72(M)
Emodin Non Oui Non | Oui + - - - + 9.245(M)
Acide Fusidique Oui Non Oui Oui - - - - + 6.56(M)
Fusapyrone Non Non Oui | Oui - - - - + 4.722(F)
Gibberellins Oui Non Oui | Non - - - - - 1.843(F)
Acide Gibbérellique Oui Oui Oui | Non - - - - - 1.843(F)
Griseofulvin Non Oui Non | Non + - + - + 7.74 M)
Huperzine A Non Oui Non | Non - - - - - 7.743(M)
Acide Kojique Non Oui Non | Non - - - - - 9.06(M)
Lovastatine Oui Non Non | Oui - - + - + 18.012(E)
8-O-methylaverufin Non | Non | Non | Oui - - + + + 8.537(M)
6-O methyl alaternin Non Oui Non | Oui + - + - + 6.64(M)
Mevinlon Oui Non | Non | Oui - - + - + 18.01 (E)
Phenylethyl alcool Oui Oui Non | Non + - - - - 10.084(M)
P-hydroxybenzaldehyde Non Oui Non | Non - - - - - 10.13(M)
Acide propanoique Oui Oui Non | Non - - - - - 6.99 M)
Tenellin Non Oui Non | Oui - - + - - 5.48(M)
Tyrosol Non Non Non | Oui - - - - - 1.96(F)
Xanthone Non Non Non | Oui + - - - - 1.96(F)
Anthraquinones Non Non Oui Oui + - - + - 2.548(F)
Antimycin Non Oui Non | Oui - - - - - 1.662(F)
Azalomycin Oui Non Oui Oui - + - - + 7.331(M)
Cycloheximide Oui Oui Non | Oui - - - - - 12.641(M)
Cycloserine Non Non Non | Non - - - - - 4.76(F)
Daunorubicin Non | Non Oui | Oui - - - - - 14.962 (M)
Diazepinomicin Non Oui Non | Oui - + - - - 3.97(F)
Doxorubicin Non | Non Oui | Oui - - - - - 13.025(M)
8-Hydroxyquinoline Non Oui Non | Non + - - - - 10.78(M)
Hygromycin Non Non Oui Oui - - - - - 1.404(F)
Indole-3-carboxylic acid Oui Oui Non | Non + - - - - 3.576(F)
Lomofungin Non Oui Non | Non - - - - - 1.865(F)
Nikkomycin Oui Non Oui | Non - - - - - 1.807(F)
Pentalenolactone Oui Oui Non | Non - - - - - 4.208(F)
Phenylacetate Non Oui Non | Non - - - - - 8.405(M)
Acide 3-phenylpropionique | Non Oui Non | Non - - - - - 6.589(M)
Polyoxin B Oui Non Oui | Non - - - - - 1.569(F)
Streptokordin Oui Oui Non | Non - - - - - 6.083(M)
Streptothricin Oui Oui Oui Oui - - - - - 1.308(F)
Tetracycline Non Oui Non | Non - - - - - 2.238(F)
Transvalencin Non Non Non | Non - - - - - 3.127(F)

BBB : barri¢re hémato-encéphalique, HIA : Absorption Intestinale Humaine, Caco?2 : test de perméabilité, PPB : protéines du plasma
sanguin, Cl : clairance, F : faible, M : modéré, E : élevé.
Résultat acceptable.
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La barriere hémato-encéphalique (en anglais Blood Brain Barrier BBB) empéche I'entrée
dans le cerveau de la plupart des molécules bioactives a partir du sang. La présence de la BBB
rend difficile le développement de nouveaux traitements des maladies du cerveau, ou de
nouveaux radiopharmaceutiques pour le cerveau. Tous les produits de la biotechnologie sont
des médicaments a grosses molécules qui ne traversent pas la BBB. Bien qu'il soit supposé
que les petites molécules soient librement transportées a travers la BBB, environ 98 % sont
des grandes molécules qui ne sont pas transportées a travers la BBB (Pardridge, 2012). Les
résultats sont classifiés en BBB+ (composés qui peuvent traverser la BBB) ou BBB-
(composés qui ne peuvent pas traverser la BBB) sont utilisés comme propriété étiquette de la
classification des molécules bioactives (Wang et al., 2018).

28 métabolites parmi les 45 étudiés sont prédits incapables de traverser la barriére hémato
encéphalique, ces molécules ne manifestent donc aucun risque d'effets secondaires sur le
systéme nerveux central (Tableau 40).

La perméabilité au Caco-2 (I'adénocarcinome du c6lon humain), est utilisé pour prédire le
niveau d'absorption des composés. Caco-2 est un substitut populaire pour 1’épithélium
intestinal humain pour estimer la perméabilité aux médicaments in vivo en raison de leurs
propriétés morphologiques et fonctionnelles similitudes avec les entérocytes humains (Wang
et al., 2016). Un composé avec une perméabilité Caco-2 élevée est facile a absorber (Han et
al., 2019). Un composé est considéré comme ayant une bonne perméabilité au Caco-2 s'il a
une valeur prédite >-5,15log cm/s (Xiong et al., 2021).

La prédiction de 1'absorption intestinale humaine (HIA) des molécules bioactives est trés
importante pour identifier le comportement de ces molécules a I’intérieur du cops humain.
Les données HIA sont la somme de la biodisponibilité et de I'absorption évaluées a partir du
rapport d'excrétion cumulée dans l'urine, la bile et les feces (Kovacdevi¢ et al., 2014). Les
composés ayant un HIA > 30 % sont classés comme ayant une absorption intestinale "¢levée"
et considérée comme un résultat positif et les composés avec des valeurs < 30 % d'HIA sont
classés comme ayant une faible absorption intestinale et un résultat négatif (Piechota, 2015).

L'absorption intestinale des molécules étudiées représentait par les parametres Caco2 et
HIA varie entre faible et élevée, suggérant que certains entre ne peuvent pas atteindre
activement la circulation systémique, alors que d’autres sont plus disponibles (Tableau 40).

L'efficacité d’une molécule bioactive peut étre affectée par le degré auquel elle se lie aux
protéines du plasma sanguin (PPB). Il convient de noter que la liaison des molécules
bioactives aux protéines plasmatiques (telles que l'albumine sérique humaine, les

lipoprotéines, les glycoprotéines, les globulines a, B et y) réduit considérablement la quantité
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de ces molécules dans la circulation sanguine générale et, par conséquent, moins une
molécule bioactive est liée, plus efficacement, elle peut traverser les membranes cellulaires ou
diffuser (Ntie-Kang, 2013). Une molécule bioactive avec une valeur PPB < 85 % présente
généralement une bonne distribution dans les tissus et considéré comme un résultat positif
(Zhang et al., 2022).

Le cytochrome P450s est un systéme enzymatique important pour le métabolisme des
molécules bioactives dans le foie avec cinq isoformes principales : CYP1A2, CYP2CI19,
CYP2C9, CYP2D6 et CYP3A4. Les deux sous-types principaux du cytochrome P450 sont le
CYP2D6 et le CYP3A4. L'inhibition de toute isoforme du CYP entralne un
dysfonctionnement du métabolisme des médicaments et une élévation de la toxicité¢ (Malik ef

al., 2017).

D’apres les résultats obtenus, 22 molécules parmi 45 (Altersolanol A, Gibberellins, Acide
Gibbérellique, Huperzine A, Acide Kojique, P-hydroxybenzaldehyde, Acide propanoique,
Tyrosol, Cycloheximide, Cycloserine, Daunorubicin, Doxorubicin, Lomofungin, Nikkomycin,
Pentalenolactone, Phenylacetate, Acide 3-phenylpropionique, Polyoxin B, Streptokordin,
Streptothricin, Tetracycline, et Transvalencin) n’inhibent pas les cinq isoformes du CYP et
donc sont sans danger sur le métabolisme alors que le reste des molécules inhibent un ou deux

ou trois différentes classes de cytochromes (Tableau 40).

La clairance totale est un paramétre d’excrétion important. Sa prédiction nous aide a
déterminer la faisabilité du dosage clinique et fournit un cadre pour la dose de départ pour les
premiéres études sur I'homme (Duran-Iturbide ez al., 2020). Dans ce travail, la clairance du
médicament était représentée par la constante Cl et se produit principalement comme une
combinaison de clairance hépatique (métabolisme dans le foie et clairance biliaire) et de
clairance rénale (excrétion par les reins). Cl est classifi¢ en 3 catégories : < Sml/min/kg faible

; [5-15 ml/min/kg] modéré ; >15 ml/min/kg élevé.

Les métabolites analysés montrent des valeurs Cl qui les classent dans les 3 catégories
d’excrétion avec une prédominance du caractére de 1’excrétion modérée, favorisant ainsi leur

¢jection hors de la circulation sanguine (Tableau 40).

6.2.Analyse des propriétés toxicologiques des ligands
Le test AMES est utilisé pour évaluer le potentiel de la mutagénicité d'un composé. La

détection du potentiel de mutagénicit¢ d'un composé pourrait contribuer a stopper le
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développement de drogues nocives. Les composés qui ont été supposés €tre mutagenes, ils
peuvent agir comme cancérigénes (Bucao et Solidum, 2022).

Pour la plupart des molécules analysées, le résultat du test AMES était négatif, suggérant
leurs non mutagénicité (Tableau 41).

La cancérogénicité est 1'un des parameétres toxicologiques la plus préoccupante pour la
santé humaine. Selon les autorités réglementaires d'Europe et des Etats-Unis, des études de
cancérogénicité doivent €tre réalisées avant la demande d’autorisation de mise sur le marché
de produits pharmaceutiques et chimiques. C’est impossible d'étudier la cancérogénicité
chimique chez 'homme directement sur le corps, de sorte que les animaux sont généralement
utilisés pour I'évaluation de la cancérogénicité. La méthode la plus générale de
cancérogénicité « I'évaluation » est un test de cancérogénicité de 2 ans pour les animaux
(principalement des rats et des souris). Cette approche expérimentale prend du temps et est
trés coliteuse, et a apporté beaucoup de critiques de la part des militants des droits des
animaux, ce qui se traduit par un besoin urgent de modeles informatiques pour prédire la
cancérogénicité sur la base des structures chimiques et leurs propriétés physiques (Li et al.,
2015).

Les résultats de ce test montrent que certains métabolites peuvent avoir un effet
cancérigene (Tableau 41).

Le géne humain lié a I'éther-a-go-go (HERG) code pour un canal ion potassium (K") qui
est impliqué dans l'arythmie fatale (Hedley et al., 2009). Le canal HERG K, qui est surtout
connu pour sa contribution a l'activité électrique du cceur qui coordonne les battements du
cceur, semble étre la cible moléculaire responsable de la toxicité cardiaque d'un large éventail
de composés chimiques (Ntie-Kang, 2013). La capacité d'une molécule bioactive a inhiber
I'éther a-go-go humain (hERG) est trés dangereuse, car elle peut entrainer le blocage du canal
ionique potassium du myocarde, ce qui perturbe l'activité électrique du cceur et peut entrainer
la mort prématurée (Abdul-Hammed et al., 2021).

Les 45 métabolites testés répondent négativement au test d’inhibition du canal cardiaque,
suggérant qu’ils ne présentent aucun risque de cardiotoxicité (Tableau 41).

L'hépatotoxicité humaine (H-HT) désigne tout type de 1ésion du foie pouvant entrainer
une atteinte des organes, et méme la mort. L'hépatotoxicit¢é humaine, parfois, est aussi
responsable du sevrage de médicaments approuvés sur le marché (Sarkar et al, 2020).
L'hépatotoxicité peut impliquer un certain nombre de Iésions hépatiques différentes, dont
certaines entrainent une défaillance d'organe et, finalement, la mort du patient (Cheng et

Dixon, 2003).
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Pour ce test 30 molécules ont été prédites sans risque d’hépatotoxicité, alors que les 15

restant semblent présentées un possible effet d’atteinte hépatique (Tableau 41).
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Tableau 41. Suite de résultat de I’étude de 1’étude ADMET des composés sélectionnés.

H % _8 g o o} §
5| 2 So| o wE = = o
z| g 24| = | 23| BE| &% g5 | S| E| £ &
5| 5| = 5 = =~ 8
Altersolanol A + - - - - - - 0.684 5451 - - +
Bassianin + + - + + - - 1.224 6.761 - +
Camptothecin + + - + - - - 1.379 5.553 - - +
Cerinolactone + + - + + - + 1.055 3.144 - - +
Diosgenin - - - - - - + 3.319 5.748 - - -
8-0O-di methylaverufin + + - + + - + 0.997 5.964 - + +
Emodin + - - - + - - 1.566 6.716 - + +
Acide Fusidique - - - - - - + 0.309 5.416 - - -
Fusapyrone - - + + - + 0.793 5.072 - - +
Acide Gibbérellique - - - - - - + 0.039 3.895 - - +
Gibbérelline - - - - - - + 0.039 3.895 - - +
Griseofulvin - + - + - - - 1.204 4.758 - - +
Huperzine A + - - - - + 0.219 3.975 - -
Acide Kojique - + - - + - - 0.465 3.607 - - -
Lovastatine - + - + + - + 1.358 6.445 - - -
8-O-methylaverufin + + - + + - + 0.844 5.736 - + +
6-O methyl alaternin + + - - + - - 1.04 6.217 - + +
Mevinlon - + - + + - + 1.348 6.44 - - -
Phenylethyl alcool - - - - + + - 0.773 3.274 - - -
P-hydroxybenzaldehyde - - - - - + + 0.546 4.725 - + -
Acide propanoique - - - - - + - 0.329 3.242 - - -
Tenellin - + - - + - - 0.707 5.152 - + +
Tyrosol + + - - + + - 0.648 3.897 - - -
Xanthone + + - - + - + 2.643 5.198 - + -
Anthraquinones + + - - + - + 0.879 5.87 - + +
Antimycin - + - + - - + 0.021 4.538 - - +
Azalomycin - + - + - - + 0.708 6.219 - - +
Cycloheximide - - - + - - - 0.372 4.527 - -
Cycloserine + + - - - - - 0.399 3.588 - - -
Daunorubicin + + - + - - + 0.726 5.958 - - +
Diazepinomicin - + - + + - + 0.998 5.894 - + +
Doxorubicin + + - - - - + 0.567 5.55 - - +
8-Hydroxyquinoline - - - - + - + 0.763 4.425 - - +
Hygromycin - - - + - - - 0.52 4.808 - - -
Indole-3-carboxylic acid - - - - - - + 0.225 4.00 - - -
Lomofungin - - - - + E + 0.154 5.171 - + +
Nikkomycin - - - - - - - -0.023 4.092 - - -
Pentalenolactone - + - - - - + 0.263 4.395 - - +
Phenylacetate - - - - - + - 0.33 3.244 - - -
Acide 3-Phenylpropionique - - - - - + - 0.363 3.43 - - -
Polyoxin B - - - - - - - -0.219 2.838 - - -
Streptokordin - - - - - - + 0.377 3.577 - - -
Streptothricin - - - - - - + -0.295 5.892 - - -
Tetracycline - - - - - - + -0.043 3.92 - - -
Transvalencin - - - - - + 0.189 3.881 - + -

: Résultat acceptable.
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La sensibilisation cutanée est un parametre clé pour I'évaluation de la sécurité, en
particulier pour les produits chimiques dans les produits cosmétiques et de soins personnels
(Settivari et al., 2017).

La plupart des molécules testées répondent négativement au test de la sensibilité cutanés
(Tableau 41).

La corrosion oculaire est définie comme un endommagement du tissu oculaire ou une
détérioration physique grave de la vision, suite au contact d'un produit chimique avec la
surface frontale de 1'eeil. La corrosion oculaire est également appelée 1ésions oculaires graves
(Verma et Matthews, 2015).

Seules six molécules semblent avoir un potentiel de corrosion oculaire, des précautions
sont alors nécessaires en cas leur utilisation comme éventuels produits antifongiques
(Tableau 41).

La toxicité respiratoire induite par les molécules chimiques est généralement sous-
diagnostiquée car il ne peut pas avoir de signes ou de symptomes précoces distincts dans les
molécules bioactives courantes et peut survenir avec une maladie et une mortalité importante.
Par conséquent, la surveillance et le traitement de la toxicité respiratoire sont d'une grande
importance (Lei et al., 2017).

Les résultats montrent qu’également pour ce test, cératines molécules peuvent présenter
un risque de toxicité respiratoire ce qui peux nécessiter certaines mesures de protection en cas
de leur utilisation comme produits fongicides (Tableau 41).

La bioconcentration dans un organisme implique I’accumulation d’un composé chimique
via I’eau, par la respiration ou par le contact avec la peau (Sire et Amouroux, 2016). Le
facteur de bioconcentration (FBC) est défini comme le rapport entre la concentration du
produit chimique dans I’organisme et la concentration de ce produit dans le milieu
environnant (I’eau). La bioconcentration de substances organiques est un ¢lément important
de 1'évaluation des risques chimiques a des fins scientifiques et réglementaires. Il est utilisé
pour considérer I'évaluation des risques pour la sant¢ humaine via la chaine alimentaire
(Xiong et al., 2021). Des concentrations aussi importantes peuvent avoir des effets néfastes
sur les organismes, en particulier si les concentrations internes atteignent des niveaux
toxiques. Plutot que de mesurer les concentrations généralement faibles dans 1'eau ou l'air, il
peut étre préférable de mesurer les concentrations relativement plus ¢€levées dans le biote
résultant de la bioaccumulation, mais cela nécessite des informations sur l'ampleur et les

déterminants de ces concentrations relatives (Mackay et al., 2018).
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A T’exception des deux métabolites diosgenin et xanthone, les valeurs FBC prédites pour
les molécules étudiées sont inférieures au seuil du risque (<2), ce qui suggere que ces
molécules sont probablement sans danger d’étres accumulées dans les systémes biologiques

(Tableau 41).

La dose Iétale médiane ou (DLso) est utilisée pour mesurer la toxicité aigué, qui évalue la
toxicité relative d'un composé. LDso représente la concentration de la substance chimique en
mg/L qui provoque 50 % de meurt apres 48 heures. Plus la LDsg est basse, plus le composé
est mortel (Bucao et Solidum, 2022). Les composés qui ont la plus faible valeur signifie
qu'ils sont les plus mortels. D'autre part, les composés qui ont les taux les plus élevés signifie
qu'ils sont les moins 1étaux.

Allen et al., (2016) montrent que les substances avec des valeurs LDso < 2 sont classées
comme toxiques, celles avec des LDsp > 3 sont classées comme non toxiques, Benrahou et al.,
(2022) montrent que la LDso étant supérieure a 2, peut étre considérée comme ne présentant
pas de risque de toxicité aigu€. Les valeurs LDso des composants analysés varies entre 2,8 et
6,4 mg/L, suggérant qu’ils ne présentent pas de risques de toxicité aigué.

Les produits chimiques interagissant avec les récepteurs nucléaires tels que les récepteurs
des cestrogénes et des androgénes (ER et AR) en tant que non ciblées ou exposés dans
l'environnement peuvent provoquer une perturbation endocrinienne. Ces produits chimiques,
appelés perturbateurs endocriniens (EDC), peuvent interférer avec les fonctions normales de
ces hormones stéroides endogenes et entrainer des conséquences néfastes sur la santé telles
que la prolifération des tissus ou des organes, des troubles de la reproduction, des troubles
métaboliques ou méme des cancers (Toporova et Balaguer, 2020).

Concernant ce test, les résultats prédits suggerent qu’aucun des molécules analysées n’est
susceptibles d’étre un perturbateur androgénique. De méme, la majorité des molécules sont
prédites sans risque de perturbation des récepteurs d’cestrogénes (Tableau 41).

La mutation est essentielle dans le développement des cancers. La mutation des genes
suppresseurs de tumeurs, tels que p53, permet le développement de tumeurs. La protéine p53
permet la croissance cellulaire a un niveau normal et assure une protection contre le
cancer. En tant que protéine suppresseur de tumeur, p53 est un régulateur intégral dans le
développement de cancers. En fonctionnement normal, les stress cellulaires oncogénes
provoquent le transport des signaux vers les protéines régulatrices centrales. Ces régulateurs
de base modifient les niveaux de p53 en conséquence pour combattre le stress cellulaire. La

protéine p53 elle-méme se lie a aux séquences consensus de I’ADN, permettant la
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transcription de genes dépendants de p53 et déclenchant des transcriptions en aval qui
conduisent a l'arrét du cycle cellulaire, et a l'apoptose (Criddle, 2017). Un résultat positif
indique que les molécules choisisses peuvent altérer la protéine p53.

Certaines molécules ont présenté des risques d’inhibition d’altération de la protéine p53,
ce qui peut avoir des conséquences sur le développement de quelques types de cancers liés a
cette protéines (Tableau 41).

7. Simulation dynamique moléculaire

Sur la base des résultats de 1’évaluation de la qualité¢ stéréochimique des modeles
enzymatiques prédits dans notre étude, la cible 3HNR a montré la stabilité et la fiabilité la
plus ¢élevé ce qui nous encouragé a choisir cette enzyme avec les ligands actinomycétale
comme systeémes récepteur-ligand potentiel dans 1’analyse de la simulation dynamique
moléculaires. Par conséquence, les cinq métabolites actinomycetales (Indole-3-carboxylic
acid, Streptokordin, 3-Phenylpropionic acid, Phenylacetate et 8-Hydroxyquinoline) ayant
donnés les meilleurs résultats de 1’analyse du docking moléculaire et qui ont répondus de
maniére satisfaisante aux tests ADMET ont été sélectionnés afin de vérifier leur stabilité¢ au
sein de ’enzyme 3HNR. Pour cela, la trajectoire de la simulation DM réalisée pendant les 50
ns a ¢ét¢ analysée via un ensemble de parametres. Le résultat de la simulation DM des

complexes 3HNR _4-nitro-inden-1-one a été pris comme référence.

Tableau 42. Les valeurs moyennes de RMSD, RMSF, Rg, SASA et nombre de liaisons H

pour les complexes étudiés.

Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne 3
Complexes RMSD (nm) | RMSF (nm) | Rg (nm) | SASA (nm?) | H-Pond

3HNR_4-nitro-inden-1-one 0,23+0,03 0,09+0,08 1,84+ 0,01 140,53+2,86 | 2
(réference)

3HNR indol-3-carboxylic 0,33+0,04 0,11+0,07 1,85+ 0,09 141,0843,01 |1
3HNR Streptokordin 0,23+0,03 0,09+0,08 1,86+ 0,07 140,80+2,44 | 2
3HNR phenylacetate 0,27+0,03 0,10+0,10 1,87+0,08 141,1742,58 | 1
3HNR_8-Hydroxyquinoline 0,26+0,04 0,11+0,07 1,86+0,01 144,11+£2,45 | 2
3HNR _3-Phenylpropionic 0,37+0,07 0,14+0,09 1,89+0,01 144,59 £2,86 | 2

7.1.Ecart quadratique moyen (RMSD)

Le RMSD du squelette des cinq complexes est représenté sur la figure 58. A l'exception du

complexe acide 3HNR _3-phénylpropionique, I'analyse des trajectoires montre qu'un plateau
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d'équilibre est atteint pour les cinq autres complexes apres environ 15 ns. D'aprés les résultats
obtenus, le complexe d'acide 3HNR 3-Phénylpropionique a montré une fluctuation de sa
trajectoire a 6 ns, puis une stabilisation jusqu'a 16 ns, suivie d'autres fluctuations. De plus, ce
complexe a donné une valeur RMSD moyenne de 0,37 nm (Tableau 42), ce qui en fait le
moins stable parmi les complexes étudiés. Avec une RMSD moyenne de 0,23 nm, égale a
celle du complexe de référence 3HNR 4-nitro-indéne-1-one, le  complexe
3HNR_Streptokordin a conservé la plus grande stabilité¢ tout au long de la trajectoire. Les
complexes 3HNR 8-Hydroxyquinoléine et 3HNR phénylacétate ont montré des moyennes
RMSD tres proches du complexe de référence qui sont respectivement de 0,26 nm et 0,27 nm,
suggérant la stabilité¢ de ces complexes. Le complexe 3HNR indol-3-carboxylique a donné
une RMD moyenne de 0,33 nm, et a présenté une légere fluctuation vers 40 nm jusqu'a la fin
de la trajectoire. Le graphique global de RMSD (Figure 58a) indique que l'interaction des
ligands streptokordine, 8-hydroxyquinoline, phénylacétate avec le site actif de l'enzyme

3HNR n'a pas affect¢ la stabilité du squelette protéique.
7.2.Fluctuations quadratiques moyennes (RMSF)

RMSF est un autre parametre clé dans 1'évaluation de la stabilité des complexes analysés. Ce
parametre renseigne sur la flexibilité résiduelle de la protéine lors de son interaction avec le
ligand. Une mobilité €élevée est interprétée par une valeur €levée de fluctuation, suggérant que
le segment protéique est faiblement stable, tandis qu'un RMSF faible reflete moins de
mobilité, et donc plus de stabilité. Le graphique RMSF (Figure 58b) montre des fluctuations
remarquables au début, ce qui est trés probablement di a la présence de boucles dans cette
région de la protéine, ce qui rend les liaisons moins stables. Les valeurs RMSF moyennes des
complexes 3HNR Streptokordin, 3HNR phenylacetate, 3HNR acide indol-3-carboxylic,
3HNR_8-hydroxyquinoline et 3HNR acide 3-phenylpropionic sont respectivement de 0,09
nm, 0,10 nm, 0,07, 0,11 nm et 0,07 nm (Tableau 42). Par rapport au complexe de référence,
les fluctuations résultant de ces complexes varient de 0 a 0,02, ce qui traduit leur grande
stabilité. Le complexe 3HNR 3-Phenylpropionic a donné une moyenne RMSF de 0,14 nm,

suggérant qu'il est plus flexible par rapport aux complexes précédents.
7.3.Rayon de giration (Rg)

Le rayon de giration (Rg) est une mesure qui indique la compacité du complexe tout au long
de la simulation MD. Lorsque ce facteur garde des valeurs relativement stables cela peut étre

interprété par la stabilité de la protéine, et inversement, si ce facteur présente des fluctuations
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au cours de la simulation cela indique la déstabilisation de la structure. Le tableau 42 montre
que le complexe de référence 3HNR 4-nitro-indéne-1-one, a donné un Rg moyen de 1,84 nm.
Les complexes 3HNR Streptokordin, 3HNR 8-hydroxyquinoline, 3HNR Phenylacetate,
3HNR acide indol-3-carboxylic et 3HNR acide 3-phenylpropionic ont donné des Rg
moyennes de 1,86 nm, 1,86 nm, 1,87, 1,85 et 1,89, respectivement. Ces valeurs tres
comparables a celle du complexe de référence confirment la stabilité de l'union entre ces
ligands et l'enzyme 3HNR. La figure 58 (c) montre que les tracés des complexes
3HNR Streptokordin, 3HNR phenylacetate et 3HNR acide indol-3-carboxylic sont

maintenus tres stables tout au long de la trajectoire de simulation.
7.4.Surface accessible aux solvants (SASA)

SASA est une mesure qui représente la surface de la protéine en interaction avec le solvant,
qui est I'eau dans notre cas. En d'autres termes, ce parameétre calcule la surface de la protéine
accessible au solvant. Par conséquent, une faible valeur de SASA correspond a une structure
protéique plus stable et plus rigide. Les résultats obtenus par cette analyse sont présentés sur
la figure 58 (d). A partir de ce graphique, nous pouvons remarquer que les trois complexes
avec les valeurs SASA les plus basses sont 3HNR _Streptokordin, 3HNR indol-3-carboxylic
et 3HNR_phenylacetate. Ces trois complexes ont montré des moyennes SASA de 140,80 nm?,
141,08 nm? et 141,17 nm? respectivement (Tableau 42), qui sont des valeurs trés proches de
celle du complexe de référence (140,35 nm?). Ainsi, il est bien évident que ces complexes

sont relativement plus stables et compacts.
7.5.Liaisons hydrogéne

La stabilisation du systéme protéine-ligand peut également étre liée a la formation de liaisons
hydrogéne au sein de la poche catalytique. Les informations sur le nombre d'interactions
hydrogéne entre la protéine 3HNR et les ligands étudiés au cours de la trajectoire de
simulation MD sont présentées dans la figure 58 (e). D'apres les informations recueillies a
partir de cette analyse, il apparait que tous les ligands étudiés forment des liaisons hydrogéne
avec des résidus clés du site actif de 1'enzyme. Les ligands étudiés ont montré un nombre de
liaisons hydrogene allant de 1 a 2 pendant les 50 ns de la simulation. De ces résultats, nous
pouvons conclure que tous les ligands participent a la stabilisation du systéme en formant des

liaisons hydrogéne avec le récepteur.
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Figure 58. (a) RMSD des six complexes observés lors de la simulation a 50 ns (b) RMSF des six complexes lors de la simulation
MD (c) Le rayon de giration des six complexes lors des simulations MD a 50 ns (d) SASA les six complexes observés lors de la
simulation a 50 ns (e¢) Le nombre de liaisons H établies lors des simulations MD a 50 ns.
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La tomate est 'une des productions agricoles mondiales les plus importante au monde.
Cependant, les tomates sont sensibles a une variété d'agents pathogénes qui réduisent a la fois
leur rendement et leur qualité. Parmi ces agents phytopathogenes les plus redoutables les
especes du genre Alternaria, agent de l’alternariose. Cette maladie se caractérise par la
formation de 1ésions brun foncé et nécrose du tissu qui facilitent la croissance nécrotrophique

du champignon en attaquant les feuilles, les tiges et les fruits.

Le controle de I’alternariose des tomates causées par les espéces d’Alternaria consiste a
appliquer des fongicides chimiques synthétiques par pulvérisation. Cependant, de nombreux
fongicides chimiques ont des effets secondaires négatifs, notamment la pollution de
l'environnement, des dommages a la sant¢ humaine et une perte d'efficacit¢ due a une
résistance accrue des agents pathogeénes aux fongicides. Par conséquent, des alternatives aux

fongicides chimiques sont recherchées pour la gestion de 1’alternariose.

La lutte biologique est un grand espoir pour réduire 1’utilisation des pesticides chimiques.
Il s'agit souvent de microorganismes ou de leurs molécules bioactives qui actent en
interagissant soit avec la plante hote, favorisant ainsi sa croissance et stimulant son immunité
contre les agressions externes, ou avec des agents phytopathogeénes en inhibant ou limitant

leur développement et réduire ainsi leur impact négatif sur la plante hote.

Dans leur action contre les phytopathogeénes fongique, les agents de biocontrole
microbiens adoptent différents mécanismes d’action qui varient de la compétition, le
parasitisme et 1’antibiose par la production et la sécrétion d’une large variété d’enzymes et

métabolites secondaires a potentiel antifongique.

Au cours de cette présente étude, nous avons abordé le sujet de biocontrole contre le
phytopathogeéne Alternaria par 1’évaluation de 1’activité antifongique de quelques souches
actinomycetales et fongiques isolées de sols agricoles comme possibles fournisseurs de
molécules bioactives contre des souches Alternaria spp. isolées de tomates infectées. Pour
atteindre notre objectif, les trois approches de criblage in vitro, in planta et in silico ont été

utilisées.

Pour I’isolement des souches candidats de biocontrdle, nous avons choisi de faire des
prélévements de sols agricoles provenant de la Wilaya d’Oum EI Bouaghi, a savoir les

communes d’Ain Beida, Oum El Bouaghi et Ain Fakroun. Ceci nous a permis d’isoler 68
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souches fongiques et 30 souches actinomycétales. De 1’autre coté, des tomates infectées
présentant des symptomes d’alternariose ont fait 1’objet d’un isolement de 03 souches
phytopathogénes nommées Tom1-3, qui ont ét¢ identifiées comme appartenant au genre

Alternaria sur la base de leurs caractéristiques macro-microscopiques.

Pour cribler I’effet antagoniste des souches candidats contre les souches d’Alternaria
spp., la méthode de confrontation directe sur gélose PDA ¢était utilisée en premier lieu. Les
résultats de cette méthode montrent que parmi un nombre total de 98 souches, 10 souches
dont 9 champignons (Fun3, Fun7, Funl3, Funl8, Fun29, Fun32, Fun36, Fun37 et Fun42) et 1
actinomycétale (Actll) ont manifestées des résultats d’inhibition satisfaisantes contre les
phytopathogenes Alternaria. Les pourcentages d’inhibition des souches actives varient entre

53,33% et 92%. Ces souches étaient alors sélectionnées pour des tests de criblage ultérieures.

L’dentification des isolats actifs était basée sur leurs -caractéristiques macro-
microscopiques qui nous ont permet d’attribuer les souches fongiques aux genres Aspergillus
(Fun13, Fun7, Fun29, Fun32, Fun36, Fun37 et Fun42) et Penicillium (Fun3 et Funl8). Alors
que dans le cas de la souche actinomycétale, les informations obtenues ne permettent pas de la
classer dans un niveau taxonomique particulier, car comme toute autre souche procaryote, sa
taxonomie nécessite une analyse de ’ADNr 16S, mais une hypothése a été faite sur son

possible appartenance au genre Streptomyces.

Les souches performantes ont été également testées pour une multitude de capacités
enzymatiques choisies sur la base de leur implication dans le processus de biocontrdle. La
recherche des enzymes chitinase, protéase, amylase, cellulase, lipase, estérase, pectinase et
laccase chez les souches prometteuses a permet la mise en évidence de leur potentiel
enzymatique important, reflétant ainsi 1’intérét de ces souches comme agents de lutte

biologique.

Dans un deuxiéme temps, des fermentations controlées ont été réalisées par I’inoculation
des souches antagonistes. Les filtrats des fermentations sensés contenir les métabolites
secondaires des isolats ont été testés pour leur effet inhibiteur contre les souches d’Alternaria.
Pour ce fait, ces filtrats ont été additionnés a différentes concentrations (10%, 20% et 40%) au
milieu PDA destiné au culture d’Alternaria. Les résultats de ce test confirment I’hypothése
de I’effet inhibiteur des métabolites secondaires des souches antagonistes contre les souches

pathogenes. Les pourcentages d’inhibition varient entre 3,70% et 87,76%. Les souches Fun3,
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Fun18 et Fun42 ont montré les résultats les plus prometteurs. L’analyse statistique montre une
différence significative entre les trois concentrations utilisées reflétant 1I’importance de la

concentration des métabolites secondaires dans la lutter contre Alternaria sp.

Les filtrats des souches les plus performantes Fun3, funl8 et Fun42 ont été ensuite
utilisées dans une expérience de criblage de leur activité antifongique in planta en utilisant
des fruits de tomates comme modele d’étude. Les résultats montrent que les filtrats testés
étaient capables de réduire I’infection fongique des tomates totalement ou partiellement avec

des pourcentages variants entre 55,56% a 100%.

Grace a ces résultats, nous avons montré que la combinaison de protocoles in vitro et in
planta est nécessaire afin d'affiner la sélection d'agents de lutte biologique efficaces contre

Alternaria sp.

Comme conclusion de cette partie de notre étude, nous avons pu isoler et caractériser un
nombre de 09 souches fongiques et une actinomycétale capables d’inhiber la croissance de 03
souches phytopathogenes d’Alternaria soit par contact directe avec ces derniers en employant
un mécanisme de parasitisme soit par sécrétion d’enzymes ou de métabolites secondaires a
effet antifongique. Parmi ces souches, les nommées Fun3, Funl8 et Fun42 attribuées aux
genres Penicillium, Penicillium et Aspergillus, respectivement étaient a la fois performantes in
vitro et in planta en limitant ou inhibant le développement des souches Alternaria sp. sur le

tissu végétal.

Dans un autre volet de cette étude, un criblage in silico de I’activité¢ antifongique d’un
ensemble de métabolites secondaires fongiques et actinomycétales rassemblées de différentes
sources de littérature a été réalisé. Pour ce fait, les neuf enzymes cystathionine béta lyase,
homoserine O-acétyltransférase, glutathione réductase, pecate lyase, scytalone dehydratase,
thioredoxin peroxidase, thioredoxin réductase, 3HNR (1,3,8-trihydroxynaphthalene réductase)
et 4HNR (1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene réductase) impliquées dans différents processus de
virulence des espéces d’Alternaria ont été choisies comme cibles potentielles de 1’activité

inhibitrice des métabolites microbiennes candidats.

Les enzymes en question ont fait I’objet d’une modélisation homologue par le
programme Modeller et une validation de leur qualité stéréochimique. En générale, les

données rassemblées des différents outils d’évaluation confirment la fiabilité des modéles
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prédits. Cependant, le modele de I’enzyme 3HNR a montré le meilleur résultat parmi les

enzymes modélisées.

Sur I’ensemble de 9 enzymes étudiées, tous les cibles ont présenté des valeur RMSD
parfaitement dans les normes (< 2 A) en comparaison avec leurs meilleurs templates.
PROCHECK a montré que les six enzymes thioredoxin peroxidase, glutathione reductase,
scytalone dehydratase, cystathionine beta-lyase, 3HNR et 4HNR ont 90% des résidus dans les
régions favorisées. Les résultats de Verify 3D montrent que les enzymes thioredoxin
reductase, thioredoxin peroxidase, glutathione reductase, 3HNR et 4HNR ont des valeurs
supérieures a 80%. ERRAT a montré que tous les modeles étudiés ont des valeurs supérieures
a 50%. D’un autre coté, toutes les enzymes modélisées ont des valeurs de Z-score négatives
reflétant la stabilité de leurs structures. Enfin, les résultats de 1’analyse QMEANDisCo

donnent des valeurs comprises entre 0 et 1 indiquant la bonne qualité des modeles étudiés.

Apres I’évaluation et la validation des modéles, le site actif de chaque enzyme modélisée
a ¢té prédit par le serveur CastP, et confirmé par ’alignement des séquences et structures

template-modele correspondantes par PyMol.

Une investigation des interactions moléculaires établies entre les métabolites secondaires
microbiens au sein des sites actifs des 9 enzymes modélisées a été ensuite réalisée par docking
moléculaire en utilisant le programme Autodock-vina. Dans le cas ou ils existent, les
fongicides chimiques connus pour inhiber les enzymes étudiées ont été utilisées comme
ligand de référence et seuls les métabolites ayant donnés une énergie de liaison égale ou
inférieure a celle de la molécule de référence ont été prises en considération, ou une analyse
plus profonde de leur mode d’interaction a été réalisée et visualisée par le programme Studio
Discovery. Les interactions d’hydrogene, hydrophobe, Van der Waals ont été les principales
interactions recherchées lors de 1’interaction des métabolites microbiens avec les résidus des

sites actifs des enzymes étudiées.

Dans un autre coté, les paramétres Drug-likeness et ADMET (absorption, digestion,
métabolisme, excrétion et toxicité¢) des meilleurs métabolites ont été analysés afin de
comprendre leur comportement dans le cops humain et vérifier leur non toxicité. Les résultats
montrent que la majorité des molécules respectent les régles de drug likeness ; a savoir les
filtres de Lipinski, Ghose, Veber, Egan et Muegge. Les résultats des propriétés ADMET

montrent également que la majorité des ligands sélectionnés sont facilement absorbés par les
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membranes biologiques et leur excrétion est généralement efficace. Alors que certains
métabolites sont sans danger majeur sur le cops humain et animal ou ils répondent
négativement a une large variété¢ de tests de toxicité biologique, d’autres par contre sont a

manipuler avec précaution car leurs indices de toxicité sont parfois préoccupants.

Afin de confirmer la stabilit¢ des meilleurs complexes amarrés récepteur-ligand, une
simulation dynamique moléculaire de 50 nm a été réalisées en utilisant le programme NAMD.
Vue la complexité de cette analyse en termes de temps et de capacité de la machine, seule
I’enzyme modélisée 3HNR a ¢été choisie sur la base de ses résultats de validation satisfaisants.
Les métabolites actinomycétales donnant les meilleurs résultats du docking moléculaire et
répondant positivement a 1’analyse pharmacocinétique ont été choisis comme ligands
potentiels. Ces molécules sont 1’acide Indole-3-carboxylic, le streptokordin, 1’acide 3-
phenylpropionique, le phenylacetate, et 8-Hydroxyquinoline qui ont données des énergies de
liaison de -6.1 kcal/mol, -6.1 kcal/mol, -5.4 kcal/mol, -5.3 kcal/mol, et -5.0 kcal/mol,
respectivement. Les résultats du complexe de I’enzyme 3HNR avec son ligand co-cristallisé
4-nitro-inden-1-one ont été pris comme référence. Les résultats issus des analyses de RMSD,
RMSF, rayon de giration (Rg), liaisons hydrogéne et SASA ont confirmer la stabilité de ces
métabolites lors de leurs interactions avec le site actif de 1I’enzyme 3HNR, avec une

préférence pour le complexe 3HNR-Streptokordin.

En conclusion de cette partie, grice a différentes analyses in silico, nous avons pu
proposer un ensemble de métabolites secondaires fongiques et actinomycétales comme
possibles candidats antifongiques contre 1’activité de différentes enzymes clés impliquées
dans le processus de virulence des souches de 1’agent phytopathogene Alternaria. Ces
métabolites peuvent faire [’objet d’une investigation plus profonde de leur activité
antifongique et étre exploités dans des études ultérieures pour le développement de nouvelles

molécules de lutte biologique.

Enfin, afin de poursuivre notre chemin de recherche, ce modeste travail offre des

perspectives variées, dont :

- L’identification moléculaire des agents antagonistes présentant une activité
antifongique importante.

- L’dentification moléculaire des souches phytopathogenes d’Alternaria
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- L’extraction, la purification et I’identification des molécules antifongiques des souches
performantes pour mieux comprendre le mécanisme d’antagonisme employé par chaque
souche.

- La validation du potentiel antifongique des souches performantes par leur application
sur des plantes cultivées dans une parcelle agricole pour mieux comprendre 1’influence des
facteurs biotiques et abiotiques sur leur effet antagoniste.

- La réalisation d’analyses de simulation dynamique moléculaire pour les autres
enzymes cibles afin de confirmer la stabilité de leur interaction avec les ligands microbiens.

- L’exploitation des résultats obtenus par 1’analyse in silico sur les métabolites les plus
performants en termes d’activité antifongique par leur application dans des essaies in vitro et

in planta.
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Annexe 1
1. Milieux de culture
PDA :
- Glucose 20 g
- Extrait de pomme de terre 200 g
- Agar20g

- Eau distillée 1000ml
e Sabouraud
- Peptone 10 g
- Glucose40 g
- Agar 15¢g
- Eau distillée 1000ml
PH 5.6
e Milieu ISP2
- Extrait de levure 4 g
-  Extraitde malt 10 g
- Glucose4 g
- Agar20g
- Eau distillée 1000ml
PH 7,2
e Milieu ISP3
- Farine d’avoine : 20 g.
- Solution saline standard : 1 ml.
- Agar:20g.
- Eau distillée :1000 ml.
PH=7.2
e Milieu ISP4
- Amidon: 10 g.
- K2HPO4:1 g.
- MgS0O4, 7TH20: 1 g.
- NaCl: 1 g. (NH4)2504: 2 g.
- CaCO3:2¢g.
- Agar:20g.
- Eau distillée : 1000 ml.
PH=17.2
e Milieu ISPS
- Glycérol 10g
- L-Asparagine 1g
- K2HPO4 1g
- Solution saline 1ml
- Eau distillée 1000ml
- Agar 20g
PH=74
e Milieu ISP7
- Glycérol :15¢g
- Tyrosine :0.5g
- Asparagine :1g
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- KH2PO4 :0.5¢

- MgSO04, 7TH20 :0.5¢

- NaCl:0.5¢g

- FeSO4 7H20:0.01g

- Solution saline standard :1ml

- Agar:20g

- Eaudistillée :1000ml

PH=7.2

e Milieu Bennet

- Agar: 15¢g

- Extraits de levure : 2g

- Extraits de viande : 1g

- Peptone : 2¢g

- Glucose : 10g

PH=7.3

e Solution saline standard

- FeSO4,7H200.1 g

- MnCI2,4H200.1 g

- ZnSO4,7H200.1¢g

- Eaudistillée 1000 ml
2. Milieux de la mise en évidence des activités enzymatiques
e Protéase

- Extrait de viande 3g

- Peptone 10g

- NaCl 10g

- Lait écrémé 100ml

- Agar20g

- Eaudistillée 1000 ml
e Cellulase

- Carboxyméthylcellulose (CMC) 10g

- MgS040.2¢g

- NaClO0.1g

- Extrait de levure 4¢g

- KH2PO4 0.4g

- Agar20g

- Eaudistillée 1000 ml
e Amylase

- Peptone 5 g

- Levure3g

- NaCl5g

- Amidon2g

- Agar20g

- Eaudistillée 1000 ml
e Pectinase

- Pectine 5g

- Extrait de levure 1g

- Agarlsg

- Eau distillée 1000 ml
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e Lipase
- Peptone 10g
- NaCl 5g
- CaCl20.1g
- Agar20g
- Tween 80 10 ml
- Eau distillée 1000 ml
e Estérase
- Peptone 10g
- NaCl 5g
- CaCl20.1g
- Agar20g
- Tween 20 10 ml
- Eau distillée 1000 ml
e Chitinase
- MgS04.7H20 0.3¢g
- (NH4)2504 3¢
- KH2PO4, 2¢g
- Acide citrique 1g
- Agarl5g
- Tween-80 200 pl
- Chitine colloidal 4.5g
- Pourpre de bromocrésol 0.15¢g
- PH=47
e Laccase
- Geélose nutritive
- 2-6 dimethoxyphénol (DMP) 0.4%
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Annexe2

Tableau 1. Molécules bioactives produites par les moisissures

Molécules

Smile canonique

Producteur

altersolanol A

CC1(C(C(C2=C(C10)C(=0)C3=C(C2=0)C(=C
C(=C3)0C)0)0)0)O

Ampelomyces sp.

Acide Helvolique

CC1C2C(C(=0)C3(C(C2(C=CC1=0)C)CCC4C
3(CC(C4=C(CCC=C(C)C)C(=0)0)OC(=0)C)C
)C)OC(=0)C

Aspergillus fumigatus

Acetoxyverruculogen

CC(=CCIN2C3=C(C=CC(=C3)0C)C4=C2C(C
C(001)(C)C)N5C(=0)C6CC(CN6C(=0)C5(C4
0)0)OC(=0)C)C

Penicillium brasilianum

Acremoxanthone CC1=CC2=C(C(=C1)O)C(=0)C3(C(=0)CAC=C | Verticillium sp.
C3(C20)CC5=CC6H=C(C(=C45)0)C(=0)CT=C(
06)C=CC(=C7C(=0)0C)0)O

Apicidin CCC(C)CIC(=O)N2CCCCC2C(=O)NC(C(=0) | Fusarium sp.
NC(C(=O)N1)CC3=CN(C4=CC=CC=C43)0C)

CCCCCC(=0)CC

Asperamide CCCCCCCCCCCCC=CC(C(=O)NC(CcOocIC(C | Aspergillus niger
(C(C(O1)CO)O)O)O)C(C=CCre=c(e)cececece
CCCCCC)0)O

Aspergiolide CCI=CC(=C2C3=C10C(=0)C4=C3C5=C(C2= | Aspergillus fumigatus
O)C(=CC(=C5C6(C4=0)C(=CCT=C(C6=0)C(=
CC(=C7)0)0)C)0)0)O

Aspernigrin C[C@@H](CC(=O)NC(=0)C1=CN(C(=CC1=0 | Aspergillus niger
)CC2=CC=CC=C2)[C@@H](CC3=CC=CC=C3
)C4=CC(=CC(=0)04)0C)C(=0)O

Asperphenamate C1=CC=C(C=C1)CC(COC(=0)C(CC2=CC=CC | Penicillium spathulatum
=C2)NC(=0)C3=CC=CC=C3)NC(=0)C4=CC=
CC=C4

Asperazine CIC2C(=O)NC(C(=O)N2C3CI1(C4=CC=CC=C | Aspergillus niger
4N3)C5=CC=CC6=C5NC=C6CC7C(=O)NC(C(
=0)N7)CC8=CC=CC=CY)CCI=CC=CC=CY

astaxanthin CC1=C(C(CC(C1=0)0)(C)C)C=CC(=CC=CC( | Aspergillus melleus
=CC=CC=C(C)C=CC=C(C)C=CC2=C(C(=0)C(

CC2(C)0)0)O)O)C

Aurasperone CCI=CC(=0)C2=C(01)C=C3C=C(C(=C(C3=C | Aspergillus carbonarius
20)0C)C4=C5C(=C(C6=C4C=C(C=C60C)0OC)
0)C(=0)C=C(05)C)0C

Bassianin CCC(O)C=C(OC)C=CC=CC(=0)C1=C(C(=CN(C | Beauveria basssiana
1=0)0)C2=CC=C(C=C2)0)O

Bulnesene CCI1CCC2=C(CCC(CC12)C(O)O)C Muscodor albus

Calbistrin CCICC(C2C(=C1)C=CC3(C2(C(=0)CC(03)0) | Aspergillus sp.
C)C)OC(=O)C(C)C(C(=CC=CC(=CC=CC(=0) | versicolor sp.,
0)C)O)O Penicillium restrictum

Camptothecin Fusarium solani

CCC1(C2=C(COC1=0)C(=0)N3CC4=CC5=CC
=CC=C5N=C4C3=C2)0
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Carbonarin CC1=CC(=0)C2=C(C3=C(C=C(C=C30C)0OC) | Aspergillus carbonarius
C(=C201)C4=C(C=CC(=C4)C5=C(C(0C5=0)
0)CC6=CC=C(C=C6)0)0)O

Caryophyllene CCI=CCCC(=C)C2CcCc(Cc2cC)(o)c Muscodor albus

Cerebroside CCCCCCCCCCeeeeeececeeeC(C(=0O)NC | Aspergillus fumigatus
(COCIC(C(C(C(O01HCO)O)O)O)C(Cc(ceee=C
CCCCCCCCO)0)0)O

Cerinolactone CC(O)C1CCC2C=C(C(=0O)CcC2CHC3CC(C(=0 | Trichoderma sp.
)03)0

Citrinadin CCICC(CC2NICC3(CC4(C5=CC=CC(=C5NC | Penicillum digitatum
4=0)C(=0)C6C(06)(C)C)C(C3(C2)0)(C)C)NC
)JOC(=0)C(C(C)C)N

Compactin CCC(C)C(=0)OCICCC=C2CIC(C(C=C2)C)C | Penicillum citrinum,
CC3CC(CC(=0)03)0

Cremenolide CC=CC(=0)OCI1C=CC(OC(=0)CCC(C10)OC( | Trichoderma cremeum

~0)C)C

Cyclosporine

CCC1C(=0)N(CC(=0)N(C(C(=O)NC(C(=O)N(
C(C(=0)NC(C(=O)NC(C(=O)N(C(C(=0)N(C(C
(=0)N(C(C(=0)N(C(C(=0)N1)C(C(C)CC=CC)

0)C)C(C)C)C)CC(C)C)C)CC(C)C)C)C)C)CC(C
)C)C)C(C)C)CC(C)C)C)C

Aspergillus terreus

Cytochalasin

CC1CC=CC2C(C(=C)C(C3C2(C(C=CC(C1=0)
(C)0)OC(=0)C)C(=0)NC3CC4=CC=CC=C4)C
)O

Penicillium sp.

Dianhydroauransperone

CC1=CC(=C2C(=CC3=CC(=0)C(=C(C3=C20)
0C)C4=C5C(=C(C6=C4C=C(C=C60C)OC)0)
C(=0)C=C(05)C)01)0

Aspergillus niger

Diosgenin

CC1CCC2(C(C3C(02)CC4C3(CCC5C4CC=Ch
C5(CCC(C6)0)C)C)C)OC1

Cephalosporium sp.

6-O-di methylaverufin

CC12CCCC(01)C3=C(02)C=C4C(=C30)C(=0
)C5=C(C4=0)C=C(C=C50C)0C

Aspergillus versicolor

Divirensol CC(C)CICCC(C(CIC=C(CO)C(=0O)O)C(=0O)O | Trichoderma virens
C)(COC(=0)C(=C2c(cee(eceec(=0)on)(cc
)O)C(C)C)CO)O

Echinocandin CCCCCCCCCCCCCCCC(=O)NCICC(C(NC(= | Aspergillus

0)C2C(C(CN2C(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)C3C
C(CN3C(=0)C(NC1=0)C(C)0)0)C(C(C4=CC=
C(C=C4)0)0)0)C(C)0)C)0)OCCCN)O

pachycristatus

Acide eicosanoique

CCCCCCCLeeeecececeec(=0)o

Cephalosporium sp

Emodin

CC1=CC2=C(C(=C1)0)C(=0)C3=C(C2=0)C=
C(C=C30)0

Chaetomium globosum

Enfumafungin CC(O)C(O)C1(CC2(c3ccracs(coc(ca(Cc3 | Hormonema carpetanum
=CCC2(C1C(=0)0)C)CC(C50C6C(C(C(C(06)
C0)0)0)0)OC(=0)C)O)C)O)C

Ergosterol CC(O)C(O)C=Cc(o)c1ceezci(ceese=CeC | Claviceps purpurea
=C4C3(CCC(C4)0)O)C

Ergotamine CC1(C(=0O)N2C(C(=O)N3CCCC3C2(01)O)CC | Claviceps purpurea
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4=CC=CC=C4)NC(=0)C5CN(C6CC7=CNC8=
CC=CC(=C78)C6=C5)C

Ferriaspergillin

CCC(C)C1=CN=C(C(=O)N1[O-
1)CC(C)C.CCC(C)C1=CN=C(C(=0)N1[O-
1)CC(C)C.CCC(C)C1=CN=C(C(=0)N1[O-
1)CC(C)C.[Fet3]

Aspergillus flavus

Fonsecinone

CC1=CC(=0)C2=C(C=C3C=C(C(=C(C3=C201
)OC)C4=C5C(=C(C6=C4C=C(C=C60C)OC)0)
C(=0)C=C(05)C)0C)0

Aspergillus niger

Fumigatoside

CC1C2=NC3=CC=CC=C3C(=0)N2C(C(=O)N1
)CC4(CSN(C(C(=0)N5C6=CC=CC=C64)C)C7
C(C(C(C(07)CO)0)0)0)O

Aspergillus fumigatus

Fumagillin

CC(=CCC1C(O1)(C)C2C(C(CCC23CO3)0C(=
0)C=CC=CC=CC=CC(=0)0)0C)C

Aspergillus sp.

Fumiquinazoline

CC(=0)N1C2C(C3=CC=CC=C3N2C(=0)C14C
C4)(CC5C(=0)N(C(=C)C6=NC7=CC=CC=C7C
(=0)N56)C)0

Aspergillus fumigatus

fumitremorgen

CC(=CCOC1C2=C3C(CC(OOC(N3C4=C2C=C
C(=C4)0C)C=C(C)C)(C)C)N5C1(C(=0)N6CC
CC6C5=0)0)C

Aspergillus caespitosus

Fumonisin

CCCCC(C)C(C(CC(C)CC(CCCCC(CC(C(C)N)
0)0)0)0C(=0)CC(CC(=0)0)C(=0)0)OC(=0)
CC(CC(=0)0)C(=0)0

Fusarium sp.

Acide Fusidique

CC1C2CCC3(C(C2(CCC10)C)C(CCAC3(CC(C
4=C(CCC=C(C)C)C(=0)0)0C(=0)C)C)0)C

Acremonium fusidioides

Fusapyrone

CCCCCCC(C)CC(=CC(CO)C=C(C)C=CC(C(C)
(C)C1=CC(=C(C(=0)01)C2C(C(CC(02)CO)O)
0)0)0)C

Fusarium sp.

Gibberellins

CC12C(C=CC3(C1C(C45C3CCC(C4)(C(=C)C5
)0)C(=0)0)0C2=0)0

Aspergillus niger

Acide Gibberellique

CC12C(C=CC3(C1C(C45C3CCC(C4)(C(=C)C5
)0)C(=0)0)0C2=0)0

Fusarium fujikuroi

Gliocladine

CC12C(=0)N3C4C(C(C3(C(=0)N1C)SS2)0)(C
5=CC=CC=C5N4)C67C(C89C(=0)N(C(C(=0)
N8C6NC1=CC=CC=C71)(SSSS9)C)C)O

Clonostachys rosea

QGriseofulvin

CC1CC(=0)C=C(C12C(=0)C3=C(02)C(=C(C=
C30C)0C)CHOC

Penicillium sp.

Harzianolide

CC=CC=CCC1=C(C(=0)0C1)CC(C)O

Trichoderma harzianum

Acide helvolique CCI1C2C(C(=O)C3(C(C2(C=CC1=0)C)CCCAC | Aspergillus fumigatus
3(CC(C4=C(CCC=C(C)O)C(=O)O)OC(=0)O)C
)C)OC(=0)C

Acide heptelidique CC(O)C1CCC2(CO2)C3C1C=C(COC3=0)C(= | Trichoderma viride

0)0

Hexadehydroastechrome

CC1=NC(=C(N(C1=[OH+])0)CC2=CNC3=C(C
=CC=C23)C=CC(=C)C)OC.CC1=NC(=C(N(C1
~[OH+])0)CC2=CNC3=C(C=CC=C23)C=CC(=
C)C)OC.CCI1=NC(=C(N(C1=[0H+])0)CC2=C

Aspergillus fumigatus
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NC3=C(C=CC=C23)C=CC(=C)C)OC.[Fe]

Huperzine A CC=CIC2CC3=C(CI(CC(=C2)C)N)C=CC(=0) | Acremonium sp.
N3 Botrytis sp.

Hypericin CCI=CC(=0)C2=C(C3=C(C=C(C4=C3C5=C2 | Chaetomium globosum
CI1=C6C(=CC(=0)CT7=C(C8=C(C=C(C4=C8C5
=C67)0)0)0)C)0)0)0

Javanicin Fusarium javanicum

CC1=C(C(=C2C(=C10)C(=0)C=C(C2=0)0C)
0)CC(=0)C

Acide Kojique

C1=C(OC=C(C1=0)0)CO

Aspergillus oryzae

Lovastatine CCC(O)C(=O)OCICC(C=C2C1C(C(C=C2)C)C | Aspergillus terreus
CC3CC(CC(=0)03)0)C
Malformin CCC(O)CIC(=O)NC2CSSCC(C(=O)NC(C(=0) | Aspergillus niger

NC(C(=0)N1)CC(C)C)C(C)CNC2=0

8-O-methylaverufin

CC12CCCC(01)C3=C(02)C=C4C(=C30)C(=0
)C5=C(C4=0)C=C(C=C50C)0

Penicillium sp.

6-O methyl alaternin

CC1=CC2=C(C(=C10)0)C(=0)C3=C(C2=0)C
=C(C=C30)0C

Ampelomyces sp

8-O-
méthylsclererotiorinamine

CCC(C)C=C(C)C=CC1=CC2=C(C(=0)C(C(=C
2C=N1)0C)(C)OC(=0)C)Cl

Penicillium sp.

Mevinlon

CCC(C)C(=0)OC1CC(C=C2C1C(C(C=C2)C)C
CC3CC(CC(=0)03)0)C

Aspergillus terreus

Miyakamide CC(=O)NC(CC1=CC=C(C=C1)O)C(=O)N(C)C | Aspergillus flavus
(CC2=CC=CC=C2)C(=O)NC=CC3=CNC4=CC
=CC=C43

Mizoribine CI=NC(=C(NIC2C(C(C(02)CO)O)O)O)C(=0) | Penicillium brefeldianum

N

Monascorubramine

CCCCCCCC(=0)C1=C2C=C3C=C(N(C=C3C(
=0)C2(0C1=0)C)C(CCC(=0)0)C(=0)0)C=C
C

Monascus sp.

Mulundocandin

CCC(C)CCCCCCCCCCC(=0)NCICC(C(NC(=
0)C2C(C(CN2C(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)C3C
C(CN3C(=0)C(NC1=0)C(C)0)0)C(C(C4=CC=
C(C=C4)0)0)0)CO)C)0)0)O

Aspergillus mulundensis

Acide mycophenolique

CC1=C2COC(=0)C2=C(C(=C10C)C/C=C(\C)/
CCC(=0)0)0

Penicillium sp.

Nigerasperone A

CC1=CC(=C(C(=C1)C2=CC(=CC(=0)02)0C)
C3=CC=CC=C3)C

Aspergillus niger

Penicillin V CC1(C(N2C(S1)C(C2=0O)NC(=0)COC3=CC=C | Penicillium sp.
C=C3)C(=0)0)C

Penicisteroid CC(O)C(O)C=CC(o)c1c(cezcice(escze(c | Penicillium chrysogenum
(C4(C3(CCC(C40)0)0)0)0)0)O)OC(=0)C

Peptaibol CCC(O)C(C(=O)NC(CC(O)O)C(=O)NC(C)(O)C | Clonostachys rosea

(=0)N1CCCC1C(=0)NC(CO)C(C)C)NC(=0)C
2CCCN2C(=0)C(C)(C)NC(=0)C(C(C)C)NC(=
0)C(C(C)CC)NC(=0)C(CCC(=0)N)NC(=0)C(
C)(C)NC(=0)C
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Pestalachloride CC1=C(C(=C(C(=C1CDHOC)C2C3=C(C(=CC(= | Pestalotiopsis sp.
C3C(=0)N2)O)O)CC=C(C)C)O)Cl Pestalotiopsis adusta

phenylethyl alcool, CI1=CC=C(C=C1)CCO Muscodor albus

2- phenylethyl ester, CC=CC(=0)OCCC1=CC=CC=Cl1 Muscodor albus

Phomopsichalasin CCI1CCC2C3C(C(=CC2(CHO)O)CA(C=C(C(C5 | Phomopsis sp.

C4(C3=0)C(=0)NC5(CC6=CC=C(C=C6)0)0)
C)C)C

p-hydroxybenzaldehyde

C1=CC(=CC=C1C=0)0

Aspergillus similanensis

pneumocandin CCICN2C(CIO)C(=O)NC(C(CC(C(=O)NC(C( | Penicillium chrysogenum
=0)N3CC(CC3C(=O)NC(C(=O)NC(C2=0)C(C
C(=O)N)O)C(C(C4=CC(=C(C=C4)0)OS(=0)(=
0)0)0)0)0)C(C)O)N)O)O

Podophyllotoxin COCI1=CC(=CC(=C10C)OC)C2C3C(COC3=0) | Phialocephala fortinii
C(C4=CC5=C(C=C24)0C05)0

Pravastatin Aspergillus sp.

CCC(C)C(=0)OC1CC(C=C2C1C(C(C=C2)C)C
CC(CC(CC(=0)0)0)0)0

Acide propanoique,

CCC(=0)0

Muscodor crispans

Pyripyropene CC(=0)OCCI(C(Cce(crce(c3(cac(ca=C( | Aspergillus lentulus
03)C=C(0C4=0)C5=CN=CC=C5)0)C)OC(=0
)C)C)OC(=0)C)C

Radicicol CC1CC2C(02)C=CC=CC(=0)CC3=C(C(=CC( | Chaetomium chiversii
=C3C1H0)0)C(=0)01

Resveratrol C1=CC(=CC=C1C=CC2=CC(=CC(=C2)0)0)0 | Aspergillus niger

Acide Secalonique

CC1CC(=0)C2=C(C3=C(C=CC(=C30)C4=C(C
5=C(C=C4)0C6(C(C(CC(=0)C6=C50)C)0)C(
=0)0C)0)0C2(C10)C(=0)0C)0

Aspergillus aculeatus

Sordacirin

CC1CCC2C1CC3(C4CC2(C3(C(=C4)C(C)C)C(
=0)0)C=0)CO

Moisissure Endophytique

Spirotryprostatin

CC(=CC1C2(C(C3(N1C(=0)C4CCCN4C3=0)
0)0)C5=C(C=C(C=C5)0C)N(C2=0)C=CC(C)(
C)00)C

Aspergillus fumigatus

Sulpinine

CC(=C)C1C(C2C3(02)C(01)CCC4(C3(CCC5C
4(C(=0)NC6=C(C=CC(=C6)C(C)(C)C=C)C(=0
)C5)C)0)C)0

Aspergillus sulphureus

Sydowinin A

COC(=0)C1=C2C(=CC=C1)0C3=CC(=CC(=C
3C2=0)0)CO

Aspergillus sydowii

Taxol

CC1=C2C(C(=0)C3(C(CCAC(C3C(C(C2(C)C)(
CC10C(=0)C(C(C5=CC=CC=C5)NC(=0)C6=
CC=CC=C6)0)0)0C(=0)C7=CC=CC=C7)(CO
4)0C(=0)C)0)C)0C(=0)C

Taxomyces andreanae

Tenellin

CCC(C)C=C(C)C=CC(=0)C1=C(C(=CN(C1=0
)0)C2=CC=C(C=C2)0)O

Beauveria bassiana

Terpenoid

CC12CCC(CCIC(CC(C2)0)(C)0)C(C)(C)OC3
C(C(C(C(03)COY0)0)O

Phomopsis sp.

Tryptoquivaline

CC(C)C(C1=NC2=CC=CC=C2C(=0)N1C3CC4
(C5N(C6=CC=CC=C64)C(=0)C(N50)(C)C)OC

Aspergillus fumigatus
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3=0)0C(=0)C

Trichokonin

CC(C)CC(C(=NC(C)(C)C(=0)NICCCCIC(=N
C(C(C)C)C(=NC(C)(C)C(=NC(C)(C)C(=NC(C
CC(=N)O)C(=NC(CCC(=N)O)C(=NC(CC2=CC
=CC=C2)C0)0)0)0)0)0)0)0)N=C(CN=C(C(
C)(C)N=C(C(C(C)C)N=C(C(C)(C)N=C(C(CCC
(=N)0)N=C(C(C)N=C(C(C)(C)N=C(C(C)N=C(
C(C)(C)N=C(C(C)N=C(C(C)(C)N=C(C)0)0)0)
0)0)0)0)0)0)0)0)O

Trichoderma
pseudokongii

Trivirensol

CC(C)C1CCC(=CC1C=C(CO)C(=0)OCC2(CC
C(C3C2C(=0)OCC(=C3)C(=0)OCC4(CCC(C5
C4C(=0)0CC(=C5)C(=0)0)C(C)C)0)C(C)C)O
)CO

Trichoderma virens

Tyrosol

C1=CC(=CC=C1CCO)0

Phialocephala fortinii

Ustiloxin

CCC1(C(NC(=0)C(NC(=0)C(C(C2=CC(=C(C=
C2S(=0)CC(CC(C(=0)0)N)0)0)01)0)NC)C(
C)C)C(=0)NCC(=0)0)C

Aspergillus flavus

Ustilaginoidin

CC1=CC(=C2C(=CC3=C(C(=0)C=C(C3=C20)
0)C4=C5C=C6C(=C(C=C(06)C)0)C(=C5C(=C
C4=0)0)0)01)0

Aspergillus flavus

Verruculogen CC(=CCIN2C3=C(C=CC(=C3)0C)C4=C2C(C | Aspergillus caespitosus
C(OOT)(C)C)NSC(=0)C6CCCNO6C(=0)C5(C4
0)0)C

Xanthone C1=CC=C2C(=C1)C(=0)C3=CC=CC=C302 Chaetomium globosum

o-Zearalanol

CC1CCCC(CCCCCC2=C(C(=CC(=C2)0)0)C(
=0)01)0

Fusarium sp.

Tableau 2. Molécules bioactives produites par les actinomycétes

Molécules

Smile canonique

Producteur

Actinomycin

CC1C(C(=0)NC(C(=0)N2CCCC2C(=0)N(CC(
=0)N(C(C(=0)01)C(C)C)C)C)C(C)C)NC(=0)
(C3=C4C(=C(C=C3)C)0C5=C(C(=0)C(=C(C5=
N4)C(=0)NC6C(OC(=0)C(N(C(=0)CN(C(=0)
C7CCCN7C(=0)C(NC6=0)C(C)C)C)C)C(C)C)
ON)C

Streptomyces fradiae

Actinorhodin

CC1C2=C(CC(O1)CC(=0)0)C(=0)C3=C(C2=
0)C(=0)C(=CC3=0)C4=CC(=C5C(=C40)C(=
C6C(0C(CC6=C50)CC(=0)0)C)0)0

Streptomyces coelicolor

Alchivemycin

CC=C(C)C(C(C1C(C(C(CCCCC2C(02)(C3C=
CC4CC(CC(CAC3C(=C5C(=0)CN10C5=0)0)
C)C)C)C)0)0)0)0

Streptomyces endus

Amphotericin

CC1C=CC=CC=CC=CC=CC=CC=CC(CC2C(C
(CC(02)(CC(CC(C(CCC(CC(CC(=0)0C(C(C1
0)C)C)0)0)0)0)0)0)0)C(=0)0)0C3C(C(C(C
(03)C)O)N)O

Streptomyces nodosus

Amychelin

C1CC(C(=0)N(C1)0)NC(=0)C(CCCN(C=0)O
YNC(=0)C(CO)NC(=0)C(CO)NC(=0)C(CO)N
C(=0)C2COC(=N2)C3=CC=CC=C30

Streptomyces coelicolor
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Anthraquinones CICC2C=CCI1C3C2C(=0)C4=C(C=CC(=C4C3 | Streptomyces sp.
=0)0)0
Antimycin CC1C(OC=C2C1=C(C(=C(C2=0)C(=0)0)O)C | Streptomyces sp.

)C

Arenamide a

CCCCC(C)C1CC(=0)NCC(=0)NC(C(=0)NC(
C(=0)NC(C(=0)NC(C(=0)01)CC2=CC=CC=C
2)C)CC(C)C)C(C)C

Streptomyces sp.

Asterobactin

CCCCCCCCC(C(C)C(=0)NC(CCCN(C(=N)N)
0)C(=0)NO)OC(=0)C(CCCN(C=0)0)NC(=0)
C(COC(=0)C1=CC=CC=C10)0

Nocardia asteroides

Avermicin

CCC(C)C1C(C=CC2(01)CC3CC(02)CC=C(C(
C(C=CC=C4COC5C4(C(C=C(C50)C)C(=0)03
)O)C)OC6CC(C(C(06)C)OCTCC(C(C(07)C)0)
0C)0C)C)C

Streptomyces avermitilis

Avermectin

CCC(C)C1C(C=CC2(01)CC3CC(02)CC=C(C(
C(C=CC=C4COC5C4(C(C=C(C50)C)C(=0)03
)O)C)OC6CC(C(C(06)C)OCTCC(C(C(OT)C)N
C)0OC)0C)C)C.C1=CC=C(C=C1)C(=0)O

Streptomyces avermitilis

Azalomycin

CCC1(CC(C2(CCC(C3(C2C(=0)CC3)C(C10)C
)C)C)OC(=0)CSCA=NNC(E=NAN)C

Streptomyces sp.

Bafilomycin

CC1CC(=CC=CC(C(OC(=0)C(=CC(=CC(C10)
C)C)OC)C(C)C(C(C)C2(CC(C(C(02)C(C)C)C)
0)0)0)OC)C

Streptomyces
cavourensis

Bambermycin

CC1C(C(C(C(O1)0C2C(OC(C(C20)NC(=0)C)
0C3C(C(C(OC30P(=0)(0)OCC(C(=0)0CCC=
C(C)CCC=CC(C)(C)CCC(=C)CC=C(C)CCC=C
(C)C)0)C(=0)0)(C)0)OC(=0)N)COCAC(C(C(
C(04)CO)0)0)0)NC(=0)C)0)OC5C(C(C(C(O
5)C(=0)NC6=C(CCC6=0)0)0)0)0

Streptomyces
bambergiensis

Bestatin

CC(C)CC(C(=0)0)NC(=0)C(C(CC1=CC=CC=
C1)N)O

Streptomyces olivoreticul

Biphenomycin

C1C(C(=0)NC(C(=O)NC(C(C2=C(C=CC(=C2)
C3=CC1=C(C=C3)0)0)0)C(=0)NC(CCCN=C(
N)N)C(=0)NC(CO)C(=0)0)CC(CNYOIN

Streptomyces
griseorubiginosus 43708

Blasticidin

CN(CCC(CC(=0)NC1C=CC(OC1C(=0)0)N2C
=CC(=NC2=0)N)N)C(=N)N.Cl

Streptoverticillium sp.

Bleomycin

CC1=C(N=C(N=CIN)C(CC(=0)N)NCC(C(=0)
N)N)C(=0)NC(C(C2=CN=CN2)OC3C(C(C(C(
03)C0)0)0)0CAC(C(C(C(04)CO)0)OC(=0)N
)O)C(=0)NC(C)C(C(C)C(=0)NC(C(C)0)C(=0)
NCCC5=NC(=CS5)C6=NC(=CS6)C(=0)NCCC
[S+](C)C)O

Streptomyces verticillus

Boromycin

[B-
11230C4C(=0)0C(CC=CCCC(C(C5CCC(C(O1
)(05)C(02)C(=0)0C6CC(CCCC(C(CTCCC(C4
(03)07)C)(C)C)0)OC6C)C)(C)C)0)C(C)OC(=
0)C(C(C)C)[NH3+]

Streptomyces antibioticus

Borrelidine

CC1CC(CC(C(C(=CC=CCC(OC(=0)CC(C(C1)

Streptomyces
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C)0)C2CCCC2C(=0)0)CHN)0)C)C

rochei MB037

Candicidin

CC1C=CC=CC=CC=CC=CC=CC=CC(CC(C(C
(CC(=0)CC(CC(CC(CC(=0)CCCC(=0)CC(=0
)YOC1C(C)CC(C)C(CC(=0)C2=CC=C(C=C2)N)
0)0)0)0)0)C(=0)0)0)0C3C(C(C(C(03)C)0)
N)O

Acromyrmex
octospinosus

Catenulobactin

CC1C(C(=0)N(O1)CCCC(C(=0)O)NC(=0)C2
C(OC(=N2)C3=CC=CC=C30)C)NC(=0)C4=C
C=CC=C40

Streptomyces sp.,
Catenuloplanes sp.

Chalcomycin

CC1CC(C(C(O1)0C2C(CC(C(=0)C=CC3C(03
)C(C(OC(=0)C=CC2C)C)COCAC(C(C(C(04)C
)0)OC)OC)(C)0)C)0)OC

Streptomyces sp. Mgl

Chloramphenicol

C1=CC(=CC=C1C(C(CO)NC(=0)C(CI)CI)O)[N
+](=0)[O-]

Streptomyces vensuella

Chlortetracycline

CC1(C2CC3C(C(=0)C(=C(C3(C(=0)C2=C(C4
—C(C=CC(=C41)C)0)0)0)0)C(=0)N)N(C)C)
0.0S(=0)(=0)0

Streptomyces
aureofaciens

Ciromicin

CC1CN2C(C10)C=CC=CC=CC=CC(C(C=CC=
CC=CC2=0)(C)0)OC3C(C(C(CO3)0)ON

Nocardiopsis sp.

Clethramycin

CC(C=CCCC=CC=CC=C(C)C(=0)0)C(C(C)C(
C=CC=CC=CC=CC=CC=CCC(C(C)C(=0)CC(
CC(C=CCC(CC(CC(C=CCC(CC(C=CCC(CC(C
CCN=C(N)N)0)0)0)0)0)0)0)0)O)OS(=0)(=
0)0)0)0

Streptomyces
hygroscopius

Cycloheximide

CC1CC(C(=0)C(C1)C(CC2CC(=0)NC(=0)C2)
0)C

Streptomyces sp.

Cyclomarin A

CC1C(=0)NC(C(=O)NC(C(=0)N(C(C(=0)NC(
C(=0)NC(C(=0)N(C(C(=0)N1)CC(C)CO)C)C(
C2=CN(C3=CC=CC=C32)C(C)(C)C4CO4)0)C(
C)C=C(C)C)CC(C)C)C)C(C)C)C(C5=CC=CC=
C5)0C

Streptomyces sp.

Cycloserine

C1C(C(=O)NO1)N

Streptomyces
orchidaccus

Coelichelin

CC(C(C(=0)N(CCCC(C(=0)0O)NC(=0)C(CCC
N(C=0)0)N)O)NC(=0)C(CCCN(C=0)0)N)O

Streptomyces coelicolor

D-
arabinofuranosyladénine

C1=NC(=C2C(=N1)N(C=N2)C3C(C(C(03)CO)
O)N)N

Streptomyces antibioticus

Daptomycin

CCCCCCCCCC(=0)NC(CC1=CNC2=CC=CC=
C21)C(=0)NC(CC(=0)N)C(=0)NC(CC(=0)0)
C(=0)NC3C(OC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)C(N
C(=0)CNC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)
C(NC(=0)CNC3=0)CCCN)CC(=0)0)C)CC(=
0)0)CO)C(C)CC(=0)0)CC(=0)C4=CC=CC=C
AN)C

Streptomyces
r0Seosporus

Daunorubicin
(daunomycin)

CC1C(C(CC(O1)0C2CC(CC3=C2C(=C4C(=C3
0)C(=0)C5=C(C4=0)C(=CC=C5)0C)0)(C(=0

Streptomyces peuceticus
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)OON)O

Dekamycin CCCCCCCcCe=Ccceeeeceecec(=o)o.crece( | Streptomyces fradiae
C(CIN)OC2C(C(C(C(02)CN)O)O)N)OC3C(C(
C(03)CO)OCAC(C(C(C(04)CN)OYON)YO)O)N

Demethylnovobiocin CC(=CCCI1=C(C=CC(=C1)C(=O)NC2=C(C3=C | Streptomyces sp.

(C=C(C=C3)0C4C(C(C(C(04)(C)C)OC)OC(=
0)N)0)OC2=0)0)0)C

Dentigerumycin

CCCCICCC(OC1CC)(C(C)(C(=0)NC2C(OC(=
0)C(NC(=0)C3CC(CNN3C(=0)C4CCCNN4C(
=0)C(N(C(=0)C5CCCNN5C2=0)0)C)0)C)C(
C)C)0)0

Streptomyces
albogriseolus

Desferrioxamine CC(=O)N(CCCCCNC(=0)CCC(=O)N(CcCceC | Streptomyces griseus
NC(=0)CCC(=0)N(CCCCCN)O)O)O

Diazepinomicin CC(=CCCC(=CCCC(=CCNIC2=C(C(=CC(=C2 | Micromonospora sp.
)O)O)NC3=C(C1=0)C=CC=C30)C)C)C

Dihydrogranaticin CCIC(CCC(01)OC2CC3C4=C(C2(C(03)C)O) | Streptomyces sp.

C(=C5C(=C40)C(=0)C6=C(C5=0)C(OC(C6)C
C(=0)0)C)0)O

Doxorubicin (adriamycin)

CC1C(C(CC(O1)0C2CC(CC3=C2C(=C4C(=C3
0)C(=0)C5=C(C4=0)C(=CC=C5)0C)0)(C(=0
)CO)O)N)O

Streptomyces peucetius

Erythromycin

CCC1C(C(C(C(=0)C(CC(C(C(C(C(C(=0)01)C
YOC2CC(C(C(02)C)0)(C)OC)C)OCIC(C(CC(
03)CIN(C)C)0)(C)O)C)E)O)CO)O

Streptomyces erythraeus

Fungichromin

CCCCCC(C1C(CC(CC(CC(CC(CC(C(C(C(=CC
=CC=CC=CC=CC(C(OC1=0)C)0)C)0)0)0)0)
0)0)0)0)0

Streptomyces padanus

Galbonolides CCCIC(=CC(=C)CC(C=C(CC(C(=0)C(C(=0) | Micromonospora sp.
01)C)(CO)O)OC)O)C

Gentamicin CC(CICCC(C(O1)OC2C(CC(C(C20)0C3C(C( | Streptomyces sp.
C(CO3)(C)O)NC)O)N)N)N)NC

Griseusin CCICC(C(C2(01)C3=C(C4C(02)CC(=0)04)C | Nocardiopsis sp.
(=0)C5=C(C3=0)C(=CC=C5)0)0C6CCC(C(O
6)C)N(C)C)OC(=0)C

Herbimycin CCICC(C(C(C=C(C(C(C=CC=C(C(=O)NC2=C | Streptomyces

C(=0)C=C(C10C)C2=0)C)OC)OC(=0)N)C)C)
0C)0C

hygroscopicus

8-hydroxyquinoline

C1=CC2=C(C(=C1)O)N=CC=C2

Streptomyces sp.

Hygromycin

CC(=CC1=CC(=C(C=C1)0C2C(C(C(02)C(=0)
0)0)0)0)C(=0)NC3C(C(C4C(C30)0CO4)0)
0

Streptomyces
hygroscopicus

Acide Indole-3-
carboxylique

C1=CC=C2C(=C1)C(=CN2)C(=0)O

Streptomyces sp.

Jadomycin

CCC(C)C1C(=0)OC2N1C3=C(C4=C2C=C(C=
C40)C)C(=0)C5=C(C3=0)C(=CC=C5)0

Streptomyces venezuelae
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Josamycin CCICC=CC=CC(C(CcC(c(c(c(ecec(=0)onoc( | Streptomyces
=0)C)OC)OC2C(C(C(C(02)C)OC3CC(C(C(O3 | narbonensis
)C)OC(=0)CC(C)CYHC)ON(C)O)O)CC=0)C)O

Kanamycin CI1C(C(C(C(CIN)OC2C(C(C(C(0O2)CN)O)O)O) | Streptomyces
0)OC3C(C(C(C(03)CO)O)N)O)N knanamyceticus

Kasugamycin CCIC(CC(C(O)OC2C(C(C(C(C20)0)0)O)O) | Streptomyces

N)N=C(C(=0)O)N

kasugaensis

Keyicin

CC1C(C(CC(01)OC2C(OC(CC2(C)[N+](=0)[
O-
1)OC3C(OC(CC30)0C4C(OC(CCAN(C)C)OCS
CC(C(C6=CCT=C(C(=C56)0)C(=0)C8=C(C=C
9C(=C8C7=0)0C1C(C(C(C(O1)C)OCICC(C(
C(01)C)OC1CC(C(C(O1)C)OCICC(C(C(O1)C
YO)O)(O)[N+](=0)[O-
DOIN(C)C)O)O)C(=0)OC)(C)O)C)C)C)O)O

Micromonospora sp.

Kifunensine

C(C1C(C(C(C2N1C(=0)C(=0)N2)0)0)0)O

Kitasatosporia sp.

Kirromycin

CCC(C(=0)NCC=CC=C(C)C(C(C)CIC(C(C(O
1)C=CC=CC=C(C)C(=0)C2=C(C=CNC2=0)0)
0)0)OC)C3(C(C(C(C(03)C=CC=CC)(C)C)0)
0)0

Streptomyces collinus

Kitamycin

CCCCCC1C(C(OC(=0)C(C(OC1=0)C)NC(=0)
C2=C(C(=CC=C2)NC=0)0)C)0

Streptomyces sp.

Lactonamycin

CC1C(CCC(01)0C23COC4(C2(C(=0)C5=C(C
3=0)C=C6C=C(C7=C(C6=C50)CN(C7=0)C)0
)OC(=0)C4)0C)0

Streptomyces sp.

Lincomycin

CCCCICC(N(C1)C)C(=0)NC(C2C(C(C(C(02)
SC)0)0)0)C(C)O

Streptomyces lincolensis

Lobophorin

CC1CC(C(C2C1C3(C(C=C2)C(=CCC(C(=CC4
C=C(C(CC45C(=0)C(=C30)C(=0)05)C)C)C)
OC6CC(C(C(06)C)NC(=0)OC)(C)[N+](=0)[O

i)C)C)OC7CC(C(C(O7)C)O)OC8CC(C(C(O8)C
)0)O)C

Streptomyces sp.

Lomofungin

COC(=0)C1=C2C(=NC3=C(N2)C(=0)C=C(C3
—C0)0)C(=0)C=C]1

Streptomyces
lomondensis

Lupinacidin

CC1=C(C(=C2C(=C10)C(=0)C3=C(C2=0)C(=
CC=C3)0)CCC(C)C)0

Micromonospora lupini

Maklamicin

CC1CCC2C(C1)C=CC3C2(C(=C4C(=0)C5(CC
(C(=CC5(CC=CC3C)C)CO)CC(C)0)0C4=0)0
)C

Micromonospora sp.

Manumycin

CCCCC(C)C=C(C)C=C(C)C(=0)NC1=CC(C2C
(C1=0)02)(C=CC=CC=CC(=0)NC3=C(CCC3
=0)0)0

Streptomyces parvulus

Mechercharmycin

CCC(C)C(C(=0)NC(C(C)C)C(=0)NC(=C)C1=
NC(=CO1)C2=NC(=C02)C(=0)N)NC(=0)C3=
C(OC(=N3)C4=COC(=N4)C(=0)OC)C5=CC=C
C=C5

Thermoactinomyces sp.

Midecamycin

CCC(=0)0C1CC(=0)OC(CC=CC=CC(C(CC(C

Streptomyces
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(C10C)0OC2C(C(C(C(02)C)OC3CC(C(C(03)C
)YOC(=0)CC)(C)O)N(C)C)0)CC=0)C)0)C

mycarofaciens

Neomycin

C1C(C(C(C(CIN)OC2C(C(C(C(O2)CN)O)O)N)
OC3C(C(C(03)CO)OCAC(C(C(C(04)CN)0)O0)
N)O)O)N

Streptomyces fradiae

Nikkomycin

CC(C(C1=NC=C(C=C1)0)0)C(C(=0)NC(C2C(
C(C(02)N3C=CC(=0)NC3=0)0)0)C(=0)O)N

Streptomyces tendae

Nistatin

CC1C=CC=CCCC=CC=CC=CC=CC(CC2C(C(
CC(02)(CC(C(CCC(CC(CC(CC(=0)OC(C(C1
0)C)C)0)0)0)0)0)0)0)C(=0)0)OC3C(C(C(C
(03)C)O)N)O

Streptomyces noursei

Novobiocin

CC1=C(C=CC2=C10C(=0)C(=C20)NC(=0)C
3=CC(=C(C=C3)0)CC=C(C)C)OCAC(C(C(C(O
4)(C)C)OC)OC(=0)N)O

Streptomyces niveus

Oleandomycin

CC1CC(C(C(O1)OC2C(CC3(CO3)C(=0)C(C(C
(C(OC(=0)C(C(C2C)OC4CC(C(C(04)C)0)OC)
C)C)C)0)C)C)O)N(C)C

Streptomyces antibioticus

Oxytetracycline

CC1(C2C(C3C(C(=0)C(=C(C3(C(=0)C2=C(C4
~C1C=CC=C40)0)0)0)C(=0)N)N(C)C)0)O

Streptomyces rimosus

Panosialins

CCCCCCCCCCCCCCCCI=CC(=CC(=C1)0S(
=0)(=0)0)0S(=0)(=0)0

Streptomyces
pseudoverticillus

Paromomycin

C1C(C(C(C(CIN)OC2C(C(C(C(02)CO)0)O)N)
OC3C(C(C(03)CO)OCAC(C(C(C(04)CN)0)O)
N)O)O)N

Streptomyces rimosus
var. paromomycinus

Pentalenolactone

CC1C2C=C(C3C2(C=C1C)C4(CO4)C(=0)OC3
)C(=0)O

Streptomyces sp.

Phenylacetate

C1=CC=C(C=C1)CC(=0)[O-]

Streptomyces humidus

Acide 3-
phenylpropionique

C1=CC=C(C=C1)CCC(=0)0

Streptomyces coelicolor

Piperazimycin

CC(C)C=CC=CCCI1C(=0)N2C(CC(CN2)CI)C(
—~0)N3C(CCCN3)C(=0)NC(C(=0)OCC(=0)N4
C(CC(CN4)O)C(=0)N1)(C)CO

Streptomyces sp.

Platencin

CC1(C2CC3CCC2(CCC1=0)CC3=C)CCC(=0)
NC4=C(C=CC(=C40)C(=0)0)OC5C(C(C(C(O
5)C0)0)0)0

Streptomyces platensis

Polyketomycin

CC1C(CCC(01)0C2C(=0)C(=C(C3(C2(CC4=
C(C5=C(C(=0)C=C(C5=0)0C)C(=C4C3=0)0)
C)0)0)0)C(=0)C)OC6CC(C(C(06)C)OC(=0)
C7=C(C=CC(=C70)C)C)(C)O

Streptomyces albospinus

Polyoxin B

C1=C(C(=0)NC(=O)N1C2C(C(C(02)C(C(=0)
0)NC(=0)C(C(C(COC(=0)N)0)0)N)0)0)CO

Streptomyces sp.

Prodiginine

CCCCC1CCCCCCC2=C1C=C(N2)C=C3C(=C
C(=N3)C4=CC=CN4)OC.[Cl-]

Streptomyces coelicolor

Puromycin

CN(C)C1=NC=NC2=CIN=CN2C3C(C(C(03)C
0)NC(=0)C(CC4=CC=C(C=C4)OC)N)0.CLCl

Streptomyces alboniger

Rapamycin

CC1CCC2CC(C(=CC=CC=CC(CC(C(=0)C(C(
C(=CC(C(=0)CC(OC(=0)C3CCCCN3C(=0)C(

Streptomyces sp.
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~0)C1(02)0)C(C)CC4CCC(C(C4)0C)0)C)C)
0)0C)C)C)C)OC

Resistomycin CC1=CC(=0)C2=C(C3=C4C5=C2C1=C(C=CS5 | Streptomyces sp. B033
C(C(=C4C(=0)C=C30)0)(C)©)O)O

Rhodostreptomycin CC1C2(C(C(O1)OC3C(C(C(C(C30)O)N=C(N) | Rhodococcus fascians
N)O)N=C(N)N)OC4C(C(C(C(04)CO)O)O)NC)
C(NC(=0)02)0

Ribostamycin CI1C(C(C(C(CIN)OC2C(C(C(C(O2)CN)O)O)N) | Streptomyces
OC3C(C(C(03)CO)O)O)O)N.OS(=0)(=0)O ribosidificus

Rifampin CC1C=CC=C(C(=O)NC2=C(C(=C3C(=C20)C( | Streptomyces
=C(C4=C3C(=0)C(04)(OC=CC(C(C(C(C(C(C1 | mediterranei
0)C)0)C)OC(=0)C)C)OC)C)C)O)O)C=NNS5C
CN(CC5)CO)C

Rosamicin CCCI1C(C2C(02)(C=CC(=0)C(CCc(c(c(c(cC( | Micromonospora rosaria
=0)01)0)C)OC3C(C(CC(O3)C)N(C)C)O)CC=
0)O)O)C

Roseoflavin CCI1=CC2=C(C=CIN(C)C)N(C3=NC(=O)NC(= | Streptomyces davawensis

0)C3=N2)CC(C(C(CO)0)0)0

Salinamide A

CCC(C)C1C(=0)NC2C3=CC=C(C=C3)OC(C4(
CO4)C=CC(=0)NCC(=0)OCC(C(=0)OC(C(C(
—~0)N1)NC(=0)C(C)C(C(C)C)0)C)NC(=0)C(N
C(=0)C(N(C2=0)C)CC5=CC=CC=C5)C(C)0)
C

Streptomyces sp.

Salinosporamide

CC1=C(C(=0)N2C1C(C3C2CC(=0)CC3)0)CC
Cl

Salinispora tropica

Saquayamycin

CC1C(CCC(01)0C2(CC(=0)C3(C4=C(C=CC3
(C2)0)C(=0)C5=C(C4=0)C=CC(=C50)C6CC(
C(C(06)C)0CTC=CC(=0)C(07)C)0)0)C)OCS
C=CC(=0)C(08)C

Micromonospora sp.

Simocyclinone

CC1C(C(CC(O1)C2=C(C3=C(C=C2)C(=0)C45
C(C30)(04)C(CCH(C5(C(=0)C=C(C6)C)0)0)
0)0)OC(=0)C=CC=CC=CC=CC(=0)0)OC(=0
)C

Streptomyces sp.

Spinosyn

CCC1CCCC(C(C(=0)C2=CC3C4CC(CCAC=C
C3C2CC(=0)01)0C5C(C(C(C(05)C)0C)0C)
0C)C)0

Saccharopolyspora
spinosa

Spiramycin

CC1CC=CC=CC(C(CC(C(C(C(CC(=0)01)0)O
C)OC2C(C(C(C(02)C)OC3CC(C(C(03)C)0)C
)JO)N(C)C)0)CC=0)C)OC4CCC(C(04)C)N(C)
C

Streptomyces
ambofaciens

Streptogramin

CC1C=CC(=0)NCC=CC(=CC(CC(=0)CC2=N
C(=C0O2)C(=0)N3CCC=C3C(=0)0C1C(C)C)O
)C

Streptomyces halstedii

Streptokordin

CC1=CC(=CC(=0)N1)C(=0)C

Streptomyces sp.

Streptolydigin

CC1C2C=CC3(CO3)C(02)(0C1C(C)C=C(C)C
=CC(=C4C(=0)C(N(C4=0)C5CCC(C(05)C)0)
C(C)C(=0)NC)0)C

Streptomyces
griseoflavus

Streptomycin

CC1C(C(C(0O1)0C2C(C(C(C(C20)0IN=C(N)N

Streptomyces griseus
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)YO)N=C(N)N)OC3C(C(C(C(03)CO)O)OINC)(
C=0)0

Streptothricin CI1C(C2C(C(=O)NT)N=C(N2)NC3C(C(C(C(O3 | Streptomyces
)CO)OC(=0)N)O)NC(=0O)CC(CCCN)N)O ginlingensis

Tetracenomycin CC1=C(C(=CC2=CC3=C(C(=C12)O)C(=0)C4( | Streptomyces
C(=0)C=C(C(C4(C3=0)0)0)0C)0)OC)C(=0) | glaucescens
oC

Tetracycline CCI(C2CC3C(C(=0)C(=C(C3(C(=O)C2=C(C4 | Streptomyces

~C1C=CC=C40)0)0)0)C(=0)N)N(C)C)O

viridifaciens

Thiocoraline

CN1C2CSSCC(C(=0)N(C(C(=0)SCC(C(=0)N
CC1=0)NC(=0)C3=NC4=CC=CC=C4C=C30)
CSC)C)N(C(=0)CNC(=0)C(CSC(=0)C(N(C2=
0)C)CSC)NC(=0)C5=NC6=CC=CC=C6C=C5
0)C

Streptomyces albus,
Micromonospora marina

Tobramycin CIC(C(C(C(CIN)OC2C(C(C(C(0O2)CO)O)N)O) | Streptomyces tenebrarius
0)OC3C(CC(C(O3)CN)O)N)N.OS(=0)(=0)O
Transvalencin CIC(N=C(01)C2=CC=CC=C20)C(=O)NC(CC | Nocardia transvalensis

CCNC=0)C(=0)0

Trehalose dimycolates

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC(C(C

CCCCCCCCCC1CCICCCCCCCCCCCCCCCC
CC)C(=0)OCC2C(C(C(C(02)0C3C(C(C(C(03

)COC(=0)C(CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

CCC)C(CCCCCCCCCCCCACCACCCCCCCCC
CCCCCCCCC)0)0)0)0)0)0)0)0

Nocardia sp.

Tunicamycin

CC(C)CCCCCCCCCCC=CC(=0)NCIC(C(C(O
C10C2C(C(C(C(02)CO)YO)O)NC(=0)C)CC(C3
C(C(C(03)N4C=CC(=0)NC4=0)0)0)0)0)O

Streptomyces torulosus

Umezawamide

CCC1CC2CC3C=CC=CC(=0)NCCC(C4C(=C(
C(=0)CC=CCC(C3C2C1C)0)C(=0)N4)0)O

Pseudonocardiales :
Umezawaea sp.

Validamycin

C1C(C(C(C(CINC2C=C(C(C(C20)0)0)CO)O)
0)OC3C(C(C(C(03)C0)0)0)0)CO

Stereptomyces
hygroscopicus var.
limoneus

Vancomycin

CC1C(C(CC(O1)0OC2C(C(C(OC20C3=C4C=C
5C=C30C6=C(C=C(C=C6)C(C(C(=0)NC(C(=
0)NC5C(=0)NC7C8=CC(=C(C=C8)0)C9=C(C
=C(C=C90)0)C(NC(=0)C(C(C1=CC(=C(04)C
~C1)C1)0)NC7=0)C(=0)0)CC(=0)N)NC(=0)
C(CC(C)C)NC)0)C1)CO)0)0)(C)N)O

Streptomyces oriantalis

Viomycin

C1C(N=C(NC10)N)C2C(=0)NCC(C(=0)NC(C
(=0)NC(C(=0)NC(=CNC(=0)N)C(=0)N2)CO)
CO)NC(=0)CC(CCCN)N

Streptomyces vinaceus
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY

Early blight of tomatoes is a common disease caused by the phytopathogenic fungi Alternania, in par- Received 26 June 2021
ticular the species A alternata. This disease causes significant losses in the tomato harvest The  Accepted 1 December 2021
enzyme 1,3 8-trihydroxynaphthalene reductase (3HNR) is a key enzyme involved in the production of

melanin, that plays a crucial role in the process of fungi invasion. This enzyme is the target of some Biocontrol antungel:
chemical fungicides, but the problem of resistance against these molecules requires the search for - oo 0 s
new molecules that are both effective and environment friendly. Actinomycetes represent an import o ochibalene
ant source of secondary metabolites with antimicrobial activity. Thus, in this study 110 secondary  rdyetase: homology
metabolites of actinomycetes were subjected to an in silico screening of their antifungal activity a5 modeling; docking; ADMET;
possible inhibitors of the 3HNR of A. altemata. For this reason, the 3D structure of this cnzyme was  MD simulation

modeled. Then, a molecular docking study of the secondary actinomycetal metabolites was camied

out within the catalytic site of the enzyme. Indole-3-carboxylic add, Streptokordin, 3-Phenylpropionic

acid, Phenylacetate, and 8-Hydroxyquinoline have shown the most promising results with binding

energies of  6.1kcal/mol, 6.1 kcalimol, SAkcal/mol,  53kcal/mol, and  5.0kcalimol, respectively.

These metabolites have also shown satisfactory results for drug-ikeness and ADMET analysis. The

interaction  stability of the Streptokordin, Indole3-carboxylic acid, Phenylacetate, and &

Hydroxyquinaline within the catalytic site of 3HNR was confirmed by the results of the MD simulation

and MM-PBSA analyzes. With their favorable interactive and phammacokinetic characteristics, these

metabolites may be potential antifungal molecules against A. alternata, and good candidates for fur-

ther studies.
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Absrract

Plants are threatened by several diseases cavsed by phyropathogenic fungl. Mebinin s an imporrant
pathogenicity factor in some fungal pline diseases. The enzyme 6,3.8-vrihydrogynaphehalene reducease
(IHNR) is implicared in che catalysis of the melanin biospnthesis in fungl. The chemical fungicide Phehalide
aces by inhibiring this enzyme. But despite its efficacy, Phihalide can be detrimental o environmental health,
hence the need to look for natural inhibitoes to combar phytoparhogenic fungg. This seudy almed ro screen the
antifungal activiey of some endophyric seraing againse phyeopachogenic fungi of tomaro. A rotal of 7 endophytic
fungi were Bolated and pre-identified from different pares of celery, parsley, mint, and corfander. On the other
hand, five phyropathogenic fungal seraing were isolared and pre-ideneified from tomatoes. The agar cvlinder
method showed that the endophyie Ringl seraing Fsariem and  Trichoderma dave significane inhibirory
activiey against four phytoparhogenic fungi identified as Afrernards and Pendeililinm Molecular docking was
also used o srudy the inhibivory effect of some bioactive fungal compounds sgainss the IHMNE enzyme Drug-
likeness and ADMET analyses were comducted on the scleceed chemicals o eest thete reliabiliey and
pharmacentical efficacy. Phenylethyl aleohol inceracts intensely with the binding sire of the 3HNHR receprot
giving binding energy of -3.3 Kealimal, which is close o the co-crysrallized ligand Phehalide. In addivion,
ADMET and pharmacokinetic analysis revealed ehar Phemylethyl aleohol verify dve majoriey of the Gleers and
pharmacokinetic propertics necessary to sclee an offective anrifungal molevule, including Lipinski’s and
Veber's rules.

Keyworde: 3HNR:  biological comrol;  endophytic  microorganbsms;  molecular  docking:
phyropathogenic fung




Résumé

Dans cette étude, 68 souches fongiques et 30 souches actinomycétales ont été isolés a partir
de trois sols agricoles dans le but d’évaluer leur activité de biocontrdle in vitro et in planta
contre trois souches d’Alternaria sp. isolées a partir des fruits de tomates infectées. En
utilisant le test de confrontation directe, 9 isolats fongiques et un isolat actinomycétale ont
présenté¢ des taux d’inhibition de la croissance mycélienne des souche d’Alternaria variant
entre 53,33% et 92%. La caractérisation micro-macroscopique des souches actives a permet
leur attribution aux genres Aspergillus, Penicillium et Streptomyces. L’analyse des potentiels
enzymatiques montrent que les souches antagonistes possedent un arsenal enzymatique li¢ au
biocontrole incluant les enzymes amylase, protéase, cellulase, lipase, estérase, pectinase,
laccase et chitinase. Les filtrats de culture de fermentation des trois souches fongiques les plus
performantes ont montré des taux d’inhibition de la croissance d’Alfernaria variant entre
3,70% et 87,76% pour différentes concentration 10%, 20% et 40%. Dans le test in planta sur
les tomates, ces filtrats ont présenté¢ des taux d’inhibition de la taille de I’infection variant
entre de 55,56 % et 100%. Les structures 3D des enzymes clés impliquées dans la virulence
d’Alternaria cystathionine béta lyase, homoserine O-acétyltransférase, glutathione réductase,
pecate lyase, scytalone dehydratase, thioredoxin peroxidase, thioredoxin réductase, 3HNR et
4HNR ont été modélisées et leur qualité a été validées. 113 métabolites secondaires
actinomycétales et 100 fongiques ont fait 1’objet d’une analyse de leur activité inhibitrice
contre les enzymes modélisées par docking moléculaire. Les résultats ont permis la sélection
d’un nombre important de molécules avec une éventuelle activité antifongique. Une analyse
pharmacocinétique des caractéristiques Drug Likeness et ADMET des métabolites
prometteurs a permis de comprendre leur comportement au sein du cops humain ainsi que leur
profil toxicologique. Une analyse de simulations dynamiques a été utilisée pour 1’enzyme
3HNR avec les meilleurs ligands actinomycétales en 50 ns pour confirmer la stabilité des
complexes enzymes-ligand en analysant leurs RMSD, RMSF, Rg, SASA et le nombre de
liaisons d’hydrogéne. Les résultats ont confirmé la stabilité de ces métabolites lors de leurs
interactions avec le site actif de ’enzyme 3HNR. Sur la base des résultats trouvés, les souches
fongiques et actinomycétales isolées et caractérisées dans cette étude ainsi que les métabolites
secondaires de ces deux groupes taxonomiques peuvent étre exploitées comme des agents de

biocontrole efficaces contre le phytopathogene Alternaria.

Mots clé : biocontrdle, alternariose, Alternaria, tomate, actinomycete, champignon, in vitro,

in planta, in silico.
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Abstract

In this study, 68 fungal strains and 30 actinomycetal strains were isolated from three
agricultural soils in order to evaluate their in vitro and in planta biocontrol activity against
three strains of Alternaria sp. isolated from the fruits of infected tomatoes. Using the direct
confrontation test, 9 fungal isolates and one actinomycetale isolate showed inhibition rates of
mycelial growth of Alternaria strains varying between 53.33% and 92%. The micro-
macroscopic characterization of the active strains allowed their attribution to the genera
Aspergillus, Penicillium and Streptomyces. The analysis of the enzymatic potentials show that
the antagonist strains possess an enzymatic arsenal linked to biocontrol including the enzymes
amylase, protease, cellulase, lipase, esterase, pectinase, laccase and chitinase. The
fermentation culture filtrates of the three best performing fungal strains showed Alternaria
growth inhibition rates varying between 3.70% and 87.76% for different concentrations 10%,
20% and 40%. In the in planta test on tomatoes, these filtrates showed infection size
inhibition rates varying between 55.56% and 100%. The 3D structures of the key enzymes
involved in the virulence of Alternaria cystathionine beta lyase, homoserine O-
acetyltransferase, glutathione reductase, pecate lyase, scytalone dehydratase, thioredoxin
peroxidase, thioredoxin reductase, 3HNR and 4HNR have been modeled and their quality has
been validated. 113 actinomycetal and 100 fungal secondary metabolites were analyzed for
their inhibitory activity against enzymes modeled by molecular docking. The results allowed
the selection of a large number of molecules with possible antifungal activity. A
pharmacokinetic analysis of the Drug Likeness and ADMET characteristics of the promising
metabolites made it possible to understand their behavior within the human body as well as
their toxicological profile. Dynamic simulation analysis was used for the 3HNR enzyme with
the best actinomycetal ligands in 50 ns to confirm the stability of the enzyme-ligand
complexes by analyzing their RMSD, RMSF, Rg, SASA and number of hydrogen bonds. The
results confirmed the stability of these metabolites during their interactions with the active site
of the 3HNR enzyme. Based on the results found, the fungal and actinomycetal strains
isolated and characterized in this study as well as the secondary metabolites of these two
taxonomic groups can be exploited as effective biocontrol agents against the phytopathogen

Alternaria.

Key words: biocontrol, Alternaria, tomato, actinomycete, fungus, in vitro, in planta, in silico.
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Résumé
Dans cette étude, 68 souches fongiques et 30 souches actinomycétales ont été isolés a partir de trois

sols agricoles dans le but d’évaluer leur activité de biocontréle in vitro et in planta contre trois
souches d’Alternaria sp. isolées a partir des fruits de tomates infectées. En utilisant le test de
confrontation directe, 9 isolats fongiques et un isolat actinomycétale ont présenté des taux
d’inhibition de la croissance mycélienne des souche d’Alternaria variant entre 53,33% et 92%. La
caractérisation micro-macroscopique des souches actives a permet leur attribution aux genres
Aspergillus, Penicillium et Streptomyces. L’analyse des potentiels enzymatiques montrent que les
souches antagonistes posseédent un arsenal enzymatique li¢é au biocontréle incluant les enzymes
amylase, protéase, cellulase, lipase, estérase, pectinase, laccase et chitinase. Les filtrats de culture de
fermentation des trois souches fongiques les plus performantes ont montré des taux d’inhibition de la
croissance d’Alternaria variant entre 3,70% et 87,76% pour différentes concentration 10%, 20% et
40%. Dans le test in planta sur les tomates, ces filtrats ont présenté des taux d’inhibition de la taille
de I’infection variant entre de 55,56 % et 100%. Les structures 3D des enzymes clés impliquées dans
la virulence d’Alternaria cystathionine béta lyase, homoserine O-acétyltransférase, glutathione
réductase, pecate lyase, scytalone dehydratase, thioredoxin peroxidase, thioredoxin réductase, 3SHNR
et 4HNR ont ¢été modélisées et leur qualité a été validées. 113 métabolites secondaires
actinomycétales et 100 fongiques ont fait I’objet d’une analyse de leur activité inhibitrice contre les
enzymes modélisées par docking moléculaire. Les résultats ont permis la sélection d’un nombre
important de molécules avec une éventuelle activité antifongique. Une analyse pharmacocinétique des
caractéristiques Drug Likeness et ADMET des métabolites prometteurs a permis de comprendre leur
comportement au sein du cops humain ainsi que leur profil toxicologique. Une analyse de simulations
dynamiques a été utilisée pour I’enzyme 3HNR avec les meilleurs ligands actinomycétales en 50 ns
pour confirmer la stabilité des complexes enzymes-ligand en analysant leurs RMSD, RMSF, Rg,
SASA et le nombre de liaisons d’hydrogéne. Les résultats ont confirmé la stabilité de ces métabolites
lors de leurs interactions avec le site actif de I’enzyme 3HNR. Sur la base des résultats trouvés, les
souches fongiques et actinomycétales isolées et caractérisées dans cette ¢tude ainsi que les
métabolites secondaires de ces deux groupes taxonomiques peuvent étre exploitées comme des agents
de biocontrole efficaces contre le phytopathogéne Alternaria.

Mots clé : biocontrole, alternariose, Alternaria, tomate, actinomycéte, champignon, in vitro, in

planta, in silico.




