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Khouiled Nafissa Khadidja

Résumé

Les céréales occupent une place importante en Algérie de par leur diversité que 1’intérét nutritionnel
et agronomique, aussi beaucoup de produits agricoles, il sont le siégé d’une mycoflore qui peut
développer aussi bien en plein champ qu’au cours du stockage L’incidence population biologique sur
la qualité biologique sur la qualité de conservation de ces produits devient une problématique pour
leur valeur nutritionelle.Parmi la flore qui se dévloppe.la mycoflore interne et externe tels que
I’Alternaria.Penicillum.Aspergillus, Fusarium c’est deux dernier sont des producteurs potentiel de
mycotoxines et dont certaines sont tres dangereuse pour la santé humaine et/ou animale

(Aflatoxine, Trichotécéne,Fuminosine).

L’objectif de ce travail est de L'étude de 1'état sanitaire des semences de blé et mais et de I’identifier
les différentes especes de la mycoflore interne et externe isolées a partir les semences de blé etmais.
Nous avons obtenu une grande diversité avec une dominance d’Alternaria, les Fusarium(Fusarium

culmorum. Microdochium nivale. Fusarium tricinctum et Fusarium poae.

Test du pouvoir mycotoxinogene sur milieu (YES) et (MS) révélation et détection de desAflatoxines,
Ochratoxines et trichotécéne par la méthode CCM (chromatographie sur couchesMinces), Révélé que

certains isolats comme les Aspergillus sp, Penicillium sp, Fusarium culmorumsont toxique.

Mots Clés : Céreales, semences, identification, potentiel toxinogéne, Mycoflore interne et
externe. Fusarium, Penicillium, Aspergillus, mycotoxines. Trichotécéne, Ocrathoxines,

Aflatoxines.




Khouiled Nafissa Khadidja

Abstract

Céréales occupe an important place in Alegria because of their diversity and nutritional and
agronomic interest as much of agricultural products, it is the Member of a mycoflora that can
develop both in the field and during storage impact biological population on the biological quality
on the quality of life of these products becomes a problem for their nutritional value. Among the
flora that is developed. The mycoflora internal and external such as Alternaria.
Penicillum.Aspergillus, Fusarium is two last are potential producers of mycotoxins and some of

which are very dangerous to human or animal health (Aflatoxin, Trichotécéne, Fuminosine).

The objective of this work is the study of the health status of seed of wheat and corn and to identify
the different species of the internal and external mycoflora isolated from seeds of wheat and corn.
We got a great diversity with a dominance of Alternaria, Fusarium (Fusarium culmorum.

Microdochium nivale. Fusarium tricinctum and Fusarium poae.

Test of power mycotoxinogene on environment (YES) and (MS) revelation and detection of
Aflatoxin, Ochratoxines and Trichotécénes by the CCM method, revealed that some isolates as

Aspergillus sp, Penicillum sp and. Fusarium sp are toxic.

Key words : Cereals, seeds, identification, potential toxigenic Mycoflora internal and external.

Fusarium, Penicillium Aspergillus, mycotoxines.trichotecenes, Aflatoxins.
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Introduction

Les graines de céréales constituent, depuis toujours, la principale ressource alimentaire de
I’homme et de I’animal et possédent un pouvoir nutritionnel important. Dans la plupart des cas, la
production des céréales est assurée par une seule récolte dans 1’année alors que la consommation
est prolongée toute au long de I’année, d’ou la nécessité du stockage. Malheureusement, de
nombreux agents de détériorations (vertébrés, insectes, moisissures, acariens,...) peuvent altérer

les graines stockées (Pfohl-Leszkowicz.1999).

Les champignons transmis par les semences représente mondialement les agents pathogénes les
plus dangereux pour les céréales, la présence des diverses espéces de champignon sur les grains
peut réduire leur qualité boulangere et de brasserie et les infecter en plus de toxines dangereuses

(mycotoxines) (champion, 1997).

Quel que soit son origine, la semence est extrémement vulnérable aux microorganismes et
constitue un réservoir de leurs métabolites. L’association étroite entre le pathogene et la semence,
le transport des microorganismes pathogenes par les semences infectées, 1’accroissement
considérable du volume des échanges commerciaux nationaux et internationaux constituent un
moyen particulierement efficace de transmission de nombreuses maladies (Cappelli, 1997) et
favorisent la diffusion des organismes pathogeénes d’un pays, voire d’un continent a 1’autre
(Neergaard, 1981). Ce qui contribue a I’aggravation des risques de propagation de ces

contaminations.

Les champignons constituent la cause principale d’altération diverse, c’est la conséquence de
leur grande diversité et de leur remarquable facilité d’adaptation et d’évolution sur 11000 especes
fongique, environ une centaine est potentiellement toxinogénes et une cinquantaine peuvent se
rencontrer sur les aliments peu hydratés (cahagnier, 1998).Du champ au silo les espéces dans les
grains évoluent et ’on distingue une flore du champ, puis flore intermédiaire a la quelle se
substitue une de stockage. Certains ne présentent pas des risques sanitaires, les espéeces a risque
mucotoxinogénes sont principalement les Fusarium au champ ainsi que les Aspergillus et les
Penicillium au cours du stockage (AFFSA, 2006).

Vu les problémes sanitaires et les pertes économiques causés par la contamination des cultures
par les mycotoxines, un grand intérét est actuellement attribué a travers le monde a ces substances
pour que chaque pays ou chaque région se doive adopter une législation spécifique pour chaque
mycotoxine et chaque aliment susceptible d'héberger des moisissures toxinogénes dans le but de

cerner les problémes engendrés a long terme par ces substances.



Introduction

C’est dans ce contexte s'inscrit notre travail :

v Evaluer le taux de contamination des graines et d’isoler la mycoflore totale (mycoflore interne et
externe).

v'Identifier les isolats de la mycoflore totale présente dans les différents lots collectés.

v" Dans un deuxieme temps, une analyse du potentiel toxinogéne particuliérement les aflatoxines et
les trichotécene B qui sont réalisées dans le but d'identifier les isolats d’Aspergillus, penicillum
et Fusarium toxinogénes et les types des toxines qu'ils produisent en se basant sur les tests

physico-chimiques, la chromatographie sur couche mince (CCM).



Partie | : Synthése bibliographique

CHAPITRE | : DONNEES SUR LES CEREALES:
Les céréales occupent environ 2,9 millions d’ha (moyenne 2000-2012), soit pres de

35% des terres arables. Durant les cing 05 derniéres années de (2008-2012) la production moyenne
des céreales a légérement dépassé 32 millions de quintaux avec un rendement aux alentours de
11g/ha selon la F.A.O 2012, cette production est basée sur le, Blé avec 19 millions de q soit (60%)
dont (70% blé dur et 30% de blé tendre) 13 millions de q d’orge soit (40%) généralement destiné

a ’alimentation des bétails.

Le mais, le blé et le riz sont les trois principales céréales cultivées dans le monde. En 2013, la
Chine confirme son rang de premier producteur mondial de céréales (18% du total), devant les
Etats-Unis (16%), 1’Union européenne (11 %) et I’Inde (9%). La Chine et I’Inde concentrent a elles
seules la moitié de la production mondiale de riz. Les autres principaux pays producteurs de
ceréales sont les pays de la mer Noire (Russie, Ukraine), le Canada et certains pays d’ Amérique du
Sud (Brésil, Argentine). La production de céréales s’est nettement accrue en Chine et aux Etats-

Unis depuis le début des années 2000 (F.A.O, Eurostat, agreste.2013)

A T’échelle mondiale, les céréales occupent une vaste superficie, 666.50 millions s’hectares dont
la production 2 526 millions de tonnes (FAO, 2015).

I.1.Importance de la céréaliculture :

En Algérie, la céréaliculture a une importance stratégique puisqu’elle est a la base de la sécurité
alimentaire du pays, le blé dur et le blé tendre sont les céréales les plus cultivées pour

I’alimentation humaine. (Fourar, 2015).

La production de céréales en Algérie est marquée par une forte irrégularité, elle-méme
conditionnée par les aléas climatiques .Ainsi, sur les 40 dernieres années, on enregistre un écart
de 1 a 5 entre une année calamiteuse (9,7 millions de q en 1994) et une année d’abondance (52,5
millions de q en 2009). Cependant, les progres technico-économiques, s’ils ne parviennent pas a
stabiliser la production du secteur, ont permis de I’augmenter signifie activement : la moyenne
décennale a ainsi presque doublé entre 1981-90 (18,2 millions de q) et 2001-2010 (34,9 millions
de ), avec une progression reguliére qui a permis d’accompagner la progression démographique
(de 19 a 38 millions d’habitants entre 1980 et 2012) (Rastoin et al, 2014).
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1.2.Le BIé
1.2.1.0rigine du blé :

Depuis la naissance de 1’agriculture, Le blé est porte une valeur nutritionnelle extrémement
importante car il prend une place importante parmi les quelques especes de cultures étant largement

cultivée comme sources de nourriture de base (Sramkova et al, 2009).

Le blé occupe la premiere place pour la production mondiale et la deuxiéme aprés le riz, il assure
15% de ses besoins énergétiques (Bajji, 1999). Le blé est cultivé principalement dans les pays du
bassin méditerranéen a climat arides et semi-arides la ou I’agriculture est dans la plus mauvaise
passe. Ces régions se caractérisent par I’augmentation de la température couplée a la baisse des

précipitations, en plus la désertification et la sécheresse (Abeledo et al, 2008).
1.2.2. Historique :

Le blé est I’une des principales ressources alimentaires de I’humanité. La saga du blé¢ accompagne
celle de I’homme et de 1’agriculture ; sa culture préceéde I’histoire et caractérise 1’agriculture
néolithique, née en Europe il y a 8000 ans. La plus ancienne culture semble étre le blé dur dans le

croissant fertile de la Mésopotamie (Feillet, 2000).
1.2.3.Biologie de la plante :

Le blé est une monocotylédone qui appartient au genre triticum de la famille des gramineae.c’est
une céréale dont le grain est un fruit sec et indéhiscent, appelé caryopse, constitué d’une graine et
de téguments. Les deux espéces les plus cultivées sont le blé tendre (triticum aestivum) et le blé
dur (trticum durum) (Martinet et al, 1999)

1.2.4.Physiologie :

Le blé correspond a la sous espece Triticum aestivum vulgare, et se présente sous diverses formes
et variétés. La plante adulte possede un brin maitre et une ou deux talles Chaque tige se termine
par des épis blancs, parfois roux, portant 12 a 15 épillets chacun. Chaque épillet contient 2 ou 3

fleurs fertiles capables de s’autoféconder, entrainant ainsi la formation d’un grain (Monsiniak,
2006).
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1.2.5.Le graindublé :

Le grain de blé est un caryopse nu, blanc ou roux, ovoide et pesant 35 a 45 mg. Il est composé
d’un embryon correspondant a un nouvel individu et d’un albumen dont la fonction est d’étre un
tissu de réserve. La graine est entourée de tissus protecteurs permettant de conserver 1’embryon et
I’albumen, jusqu’a ce que les conditions environnementales permettent la germination (Monsiniak,

2006).

v

lissus protecieurs

embrgon ” ' .
¥ origine : fissus de la pante mere

=nouvel individu

origine fécondation restes du stigmate

enveloppe (= péricarpe +
tegument de I3 graine)

cotyledon
coléoptile

I alburmen protéique
gemmule

tigelle
radicule
coléorhize

albumen farineus
{armidon)

Albumen =tissu de réserve
arigine : dou bie fécondation

Figure 1 : Schéma d'un grain de blé (Mossiniak, 2006).
1.2.5.1 Composition du grain :

Toutes les céréales présentent les mémes constitutions a savoir : enveloppe, amande farineux et
germe de la future plantes dont le blé. Ce qui différe est le pourcentage de la répartition des
différents constituants chimiques, que ce soit a I'intérieur des différentes parties de la graine

(tableau01).

Tableau 01 : Composition des différentes parties du grain de blé

Partie du grain % du grain | Composition en pourcentage

enveloppes 9% Cellulose : >20

Assisse protéique | 8% Protide : 20, lipides : 9, minéraux : 16 vitamines

albumen 80% Amidon : 72, protides : >10, gluten

Embryon 3% Protide : 26, lipides : >10, glucide : 10, minéraux : 4.5,
vitamines

Source : (Roudant et al, 2005).
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1.2.6.Cycle de développement du blé :

En géneral, toutes les céréales ont le méme cycle de développement selon (Bouffenar et al, 2006)
le développement représente I'ensemble des modifications phénologiques qui apparaissent au cours
du cycle de la culture. Les dates de déclenchement des stades de développement dépendent
essentiellement des températures et des photopériodes accumulées par la culture depuis sa
germination. Trois périodes repéres caractérisent le développement du blé a savoir : la période

veégeétative, reproductrice et période de formation du grain et maturation.

a) Stade vegétatif : ou se fait la différentiation des racines et des feuilles.
b) Stade reproducteur : caractéris¢ par I’apparition de 1’épi et la formation des graines.

c) Stade de maturation : qui s’étend entre la fécondation et la maturation du grain.

Figure 02 : Cycle de développement du blé (henry et DE buyser, 2000).
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1.3.Le Mais :
1.3.1.0rigine du mais :

L’origine du mais il suscité de nombreuses polémiques. Les uns soutiennent qu'il serait originaire
du vieux monde correspondant actuellement il I'Europe, I'Asie et I’ Afrique ; cela parce qu'il était
déja cultive dans le bassin méditerranéen bien avant la découverte du continent américain en 1492.
D'autres, sans doute les plus nombreux pensent qu'il serait originaire de I'Amérique centrale, plus
précisément des hauts plateaux mexicains ou de nombreux échantillons témoigneraient de sa

présence il plus de 5000 ans avant Jésus-Christ (Gay, 1984).
1.3.2.Classification :

Le mais est une plante herbacée annuelle, monocotylédone de la grande famille des gramineae.
Il est par ailleurs organisé dans le genre Zea. Le genre Zea comprend les taxons sauvages, connus
collectivement comme le téosinte (Zea ssp.) et mais domestiqués ou du mais (Zea mays L. ssp.
mays) (Buckler, 2005).

1.3.3. Caractéristiques agro-morphologiques :

Le mais, Zea mays, est une céréale herbacée annuelle (Jaritz et Bonnejmate, 1997). C’est une
plante monoique. Il porte deux types d’inflorescence : les fleurs males, groupées sur la panicule
terminale ramifiée, et les fleurs femelles associées sur un ou quelques épis insérés a l'aisselle des
feuilles. Bien que le mais soit auto-fertile, I'allogamie est prépondérante, et atteint 95 %. Elle résulte

de la monoécie et de la protandrie de la plante (Marchand et al.2003).

Le mais présente une large diversité agro morphologique. Son cycle du semis a la maturité varie
de deux a onze mois, le nombre de ses feuilles est de 8 a 48, la hauteur de sa tige est de 0,6 a 3
meétres. Contrairement aux autres Poaceae, le mais ne talle pas en général (Pommela et al, 2006).
L'épi, long de 2,5 a 30 centimetres, peut comporter huit a plus de vingt rangées de grains. Le
systéme racinaire est de type fasciculé et adventif. En outre, les racines sont de deux types :
séminales et adventives ; les séminales sont les premiéres a se former suivies des adventives, qui

prennent la forme de couronnes a partir des entre-nceuds les plus bas de la tige (Soltner, 2005)
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La composition du grain de mais, a I’instar de celle des autres graines céréalicres, varie selon les

pratiques culturales, les types de semences et de sols, les conditions climatiques et d’autres facteurs.

Le tableau 2 énumere les principaux constituants de la graine de mais.

Tableau 2 : composition chimique du grain de mais

Constituants Composition %
Hydrates de carbone 80.0

Protéines 10.0

Lipides 4.5

Fibre 35

Minéraux 2.0

Se composent d’albumine ( 7% ),de globuline (10%),de prolamine ou zéine (39%) et de glutamine
(35%).I’albumine, la globuline et la gluteline sont les principales protéines du germe, tandis que la
z€ine et la gluteline sont concentrées dans 1I’endosperme. Les protéines de mais sont déficitaires en
lysine et en tryptophane. L’amidon est le composant d’hydrates de carbone prédominant. Le rapport
amylose/amylopectine est généralement de 27,73.La graine du mais se compose principalement de
I’envloppe.du germe et de I’endosperme.l’envloppe ou son. Soit environ 5% de la graine. Est
généralement réservée aux animaux. Le germe ou embryon environ 12% de la graine. Renferme la
plus grande partie de I’huile contenue dans le mais et posséde une haute valeur nutritive puisqu’il
est riche en protéines. En sels minéraux et en substances solubles, la partie principale est
I’endosperme qui représente 82% de I’ensemble de la graine. A 1’éxrimiter la coiffe constitue la plus

petite portion de la graine : 1%.(Asiedu, 1999).

|
}. péncarpe s0n
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- germe

e CO fle

Figure 3 : Les différents constituants de la graine du mais (Asiedu, 1999).
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1.3.5.Cycle de développement :

Le cycle du mais s’effectue durant une période allant de 100 a 130 jours suivant la variété et
Les lieux de la culture, il se divise en trois grandes phases : végétative, reproductrice et
Maturation du grain.

a) La période végétative :

La croissance et le développement commence par la germination de la graine. La germination
exige une température minimale de 5°C, mais n’est active qu’a partir de 10°C et demande alors
une dizaine de jours. La coléoptile conduit la premiére feuille jusqu’a la surface, et des racines
primaires sont émises de la coléorhize. De la levée au stade 6-8 feuilles, le mais s’installe. Sa
croissance est faible et dépend surtout de la température et de la facilité de réchauffement du sol
(Hallauer et Miranda, 1981).

b) La période reproductrice :

Du stade 6-8 feuilles a la floraison : Au stade 6-8 feuilles, selon les variétés, 1’apex développe en
quelques jours la panicule male. Huit a dix jours plus tard, un ou deux bourgeons axillaires évoluent
en épis femelle, sur lequel (ou lesquels) apparaissent des fleurs femelles et des soies. De la floraison
male a la fécondation : 1I’émission du pollen commence quelques jours aprés 1’apparition de la
panicule male, et dure environ une semaine. Le pollen tombe sur les soies, y germe et va jusqu’a

I’ovule pour le féconder (Pommela et al, 2006).

La fécondation est nécessairement croisée : le pollen d’un pied est émis par la panicule avant que
les soies n’apparaissent completement. La fécondation intervient 48 a 72 heures apres la
pollinisation. La germination des grains de pollen demande des soies suffisamment gorgées d’eau

particulierement dans le cas de manque d’eau (Hallauer et Miranda, 1981).
c) La phase de développement du grain et de maturation :

Le grain se gonfle d’abord d’eau puis de réserves au dépend des tiges et des feuilles. Il passe
alors par trois stades : Le stade laiteux (80% d’eau), puis le stade pateux (50% d’eau). Le grain est
nettement denté et les spathes commencent a jaunir et enfin le stade rayable a I’ongle dont le grain
ne contient plus que 35% a 38% d’eau (Hallauer et Miranda, 1981).Toute pénurie d’eau, d’éléments
nutritifs ou de rayonnement solaire excessif au cours des premieres semaines du développement

des grains affectera ceux situés a I’extrémité de 1’épi, en les recroquevillant ou les avortant (Soltner,
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2005). Le mais est tres sensible au stress (contrainte) hydrique a ce stade, étant donné ses besoins

plus importants en eau (jusqu’a 10 mm par jour dans des conditions trés chaudes et seéches).

[I'gY

Juifiet stade
8 a 9 feulles

Figure 4 : Cycle du développement de la variété tardive du mais (Soltner, 2005)
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1. Mycoflore

Les graines sont considérées comme un moyen tres efficace pour le transport des agents

pathogenes des plantes sur de longues distances. (Agarwal et al, 1996).

Les maladies transmises par les semences ont été trouvés a influer sur la croissance et la
productivité des plantes cultivée (Kubiak and Korbas, 1999 ; Weber et al, 2001 ; Dawson and
Bateman, 2001). Un pathogéne de semences présentent en interne ou en externe ou associé a la
postérité comme contaminant, peut provoquer lI'avortement semences, pourriture des semences,
nécrose de la graine, réduction ou I'élimination de faculté germinative ainsi que des semis
dommages résultant dans le développement de la maladie a un stade de développement. (Khanzada
et al, 2002 ; Bateman and Kwasna, 1999).

Plus de 150 especes des moisissures et des levures filamenteux ont été ont rendu compte dans
les grains de céréale. La plupart des moisissures sont trouves probablement sur les grains de

céréales comme contaminants extérieures (Christensen, 1982).

Les fourrages et les céréales sont naturellement en contact avec des spores fongiques avant, pendant
et aprés la récolte, durant le transport et le stockage. La croissance fongique est régie par de
nombreux parameétres physico-chimiques, notamment la quantité d'eau libre (aw), la température,

la présence d'oxygene, la nature du substrat et le pH (Jouany et Yiairnikouris, 2002).

Les moisissures se développant aux champs nécessitent une forte humidité (20 a 25%) pour leur
croissance (Hesseltine, 1976), alors que les moisissures de stockage sont capables de croitre sur
des substrats contenant de 10 & 18 % d'humidité (Molinié et Pfohl-Leszkowicz, 2003).

I1.1.Généralité sur les champignons toxinogéne portés par les semences :

Les champignons toxinogénes des semences sont caractérises par des hyphes qui croissent et
constituent le mycélium ou thalles, responsables de la production des enzymes et des mycotoxines

(larpent et larpent-gourgaud 1997).

En effet un stock de semence entreposé dans un silo est un systeme écologique constitué

d’organismes vivants. Placé dans un environnement caractérisé par son microclimat.

C’est un biotope artificiellement créé par I’homme dont 1’€équilibre instable peut étre détruit par des

agressions d’ordre abiotique (facteurs du milieu) abiotique (facteurs biologiques).
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Les champignons toxinogenes sont classés en 4 groupes suivant le moment auquel ils se

développent :

» Pathogéne pour la plante (F. graminareum élaborant la zeéaralénone).

» Champignons poussant et produisant la mycotoxines sur plantes sénescentes ou stressées (A.
favus produisant les aflatoxines).

» Champignons colonisant a 1’origine la plante et prédisposant celle-ci a la contamination par la
mycotoxine lors de la récolte (F. roseum produisant des trichothécénes).

» champignons existant dans le sol et dans le matériel de putréfaction et qui proliféreront lors du
stockage (A.ochraceus et P.viridicatum élaborant tous deux 1’ochratoxine A) (Pfohl leszkowicz
et Categnaro, 2002).

Mais la présence de moisissures sur les graines ne signifie pas nécessairement formation de
mycotoxines. La synthése de ces métabolites secondaires et leur quantité n’est pas seulement
influencée par des parameétres environnementaux et nutritionnels au moment de la production, mais
elle est conditionnée au préalable par la croissance et le développement d'un champignon bien

particulier.
11.2.Importance des champignons phytopathogénes transmis par les semences :

Selon Cappeli (1997), ’importance économique des pathogénes transmis par les semences peut

étre rapportées a différents cause :

» Les semences permettent la conservation des pathogeénes a travers le temps et 1’espace

» Les pathogénes vivent plus longtemps que la semence qui les porte et il y a une transmission
prolongée

» Les champignons pathogénes ressentent une action directe sur la germination (formation des
semences mortes, réduction de la vigueur, attaque en pré émergence et fontes de semis)

» La transmission des champignons par la semence peut entrainer la sélection préférentielle des
souches pathogéne comme par exemple, il y a distribution uniforme dans le champ des foyers
d’inoculum primaire qui permettent sa large dissémination dans la culture et/ou I’infection
permanente d’un sol

» Introduction du pathogene dans les regions encore indemnes.

» Aprées I’implantation d’un pathogeéne est possible outre, la contamination d’un sol, I’infection
des nouveaux hétes, des mauvaises herbes et conservation dans les repousses des hotes infectés.

» Les plantes issues des semences infectées normalement sont colonisées par le pathogene plus

uniformément par apport a celles infectées durant les stades successifs de développent
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» Parfois dans un nouveau milieu, se réalisent des conditions plus favorables a la croissance
11.3.Contamination des céréales par les champignons pathogenes :

Les céréales sont sans doute les denrées alimentaires les plus fréquemment contaminées par les
moisissures et leur mycotoxines, car ils offrent aux champignons de trés bonnes conditions de
développement vu leur richesse en glucides reconnus comme principales sources d’énergie. Cette
croissance des micromycetes pourra altérer les propriétés technologiques des matiéres premieres
et favoriser la production et I’accumulation de mycotoxines (Bennett et al, 2003). La contamination
peut avoir lieu avant la récolte, au champ, au cours du séchage, du stockage et aprées transformation

des graines. En général ce sont les insectes qui sont les vecteurs (Dunkel, 1988)

Si de trés nombreuses études sont disponibles concernant la contamination mycotoxique des
céréales, les enquétes sur la contamination fongique de ces matieres premieres sont plus rares. De
maniere schématique, elles mettent en évidence une relation entre la flore fongique et les conditions

climatiques pendant le développement et/ou le stockage des grains.
I1.4.Principaux genres fongiques pathogenes :
11.4.1.Le Genre Aspergillus :

C’est un genre appartenant a la classe des Ascomycetes. Le thalle, hyalin ou coloré, présente un
mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, terminés en vésicule (Raper et
Fennell, 1965). Ce genre comprend environ 185 espéces réparties en 18 groupes
morphologiquement, génétiquement et physiologiquement proches (Roquebert, 1998, Botton et al,
1990, Rapere et Fennell, 1965). Une vingtaine d’espéces est impliquée dans des pathologies

animales et humaines.
11.4.2.Le Genre Penicillium :

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des Ascomyceétes. Il
comprend environ 227 espéces définies essentiellement d’apres les caracteres du thalle, des
pénicilles et des spores (Pitt, 1988). Les Penicilliums sont des champignons pour la plupart tres
communs dans [’environnement, polyphages, pouvant étre responsables de nombreuses
dégradations. lls ont pour habitat naturel le sol, les denrées alimentaires, les matiéres organiques

en décomposition, le compost et les céreales.
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11.4.3.Le Genre Fusarium :

Ce genre inclue des champignons imparfaits appartenant a la classe des Deutéromycetes. Les
formes parfaites ou téléomorphes de quelques espéces de Fusarium sont connues, et appartiennent
a la classe des Ascomycetes. Pour plusieurs espéces de Fusarium, le stade parfait n’est pas connu.

Le genre comprend pres de 40 especes souvent largement répandues (Nelson et al, 1983).

Sur le plan économique le genre Fusarium est trés important parce qu’il regroupe beaucoup
d’espéces phytopathogenes, susceptibles d’induire des maladies (fusarioses) chez de nombreuses
plantes (Duran et al, 1989). De plus, beaucoup d’espéces saprophytes sont capables de se
développer en tant que pathogénes secondaires sur des tissus végétaux sénescents. Les especes du
genre Fusarium peuvent ainsi attaquer les céréales (mais, blé, orge, avoine) (Trenfholm et al,
1988).

La fusariose de 1’épi peut étre causée par une vingtaine d’espéces du genre Fusarium et une
espéce du genre Michrodochium. Parmi ces espéces, cing sont principalement responsables de la
fusariose, il s’agit de F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum, F. poae et Michrodochium
nivale (Parry et al, 1995). La distribution et la prédominance de ces especes pathogénes sont, pour

une grande part, déterminées par I’espece céréalicre.

La contribution de chaque souche a la 1ésion de 1’épi et I’interaction entre les souches sont encore
mal connues (Parry et al, 1995). La fusariose de 1’épi est soit accompagnée ou précédée par des
attaques sur le collet et les racines. La pourriture racinaire, la pourriture du pied et la pourriture
commune, sont des noms qui se rapportent a une méme maladie d’origine fongique et qui peut

affecter le blé.

Aux Etats-Unis d’Amérique, F. graminearum est l’espéce prédominante responsable de
I’épidémie, de méme qu’en Chine et en Nouvelle Z¢lande. L’analyse de la bibliographie de ces
dernieres années permet la representation schematique de la flore fusarienne sur blé en Europe. Les
especes F. graminearum, F. avenaceum et F. poae sont prédominantes. Puis, les espéces F.

culmorum, F. tricinctum et F. sambucinum sont également importantes.
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11.4.3.1. Classification classique
a. L’anamorphe :

Cest la forme imparfaite des champignons dont la reproduction asexuée est connue. La
multiplication asexuée fait intervenir des conidies de formes et d'organisations tres variées. Dans

la classification conservant la division des Deuteromycota, le genre Fusarium doit étre placé dans:
Classe: Hyphomycetes, thalle filamenteux septé
Ordre: Tuberculariales, présence de sporodochies
Famille: Tuberculariaceae : seule famille de I'ordre (Botton et al., 1985).
b. Les téléomorphes:

C'est la forme parfaite des champignons dont la reproduction sexuée est connue. Les téléomorphes

de Fusarium sont des Hypocréales appartenant a la sous-division des Ascomycotina.
Classe: Hymenoascomycetes, présence d'un ascocarpe avec couche fertile.

Ordre: Hypocréales

Sous-classe : Pyrenomycetideae, I' ascocarpe est un périthece

Famille: Hypocreaceae, ascospores non filiformes multiseptées (Botton et al., 1985).

Les formes parfaites de Fusarium sont:Gibberella Sacco Nectria (Fr.) Ainsi, un champignon dont
les formes parfaites et imparfaites sont connues sera nommé de la maniére suivante: Giberrella
zeae f.c. Fusarium graminearum (fc. = forme conidienne) La double nomenclature enléve toute
ambiguité. Le genre Nectria a plusieurs anamorphes et le genre Fusarium a plusieurs
téléomorphes.ll existe également Michrodochium nivale autrefois appelé Fusarium nivale. Il a été
exclu genre Fusarium dans les années 80. Cette espece est responsable de fusarioses importantes
et provoque les mémes symptémes sur céréales que les autres Fusarium, c'est pourquoi les
Michrodochium nivale sont communément cités dans les publications avec les Fusarium. Les M.
nivale sont classes en deux sous-variétés: M nivale var. nivale et M nivale var. majus. .Les
différents Fusarium s'attaquent préférentiellement a une culture cérealiere. Ainsi Fusarium
moniliforme se développera principalement sur des cultures de mais, alors que Fusarium
graminearum se développera sur orge, blé ou mais, (Jeunot, 2005). Le nom de Fusarium
graminearum était utilisé pour décrire ce que nous savons maintenant étre un groupement

polyphylétique d’especes fongiques tres distincts. Avant 1999, les champignons homothalliques
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provoquant les brdlures fusariennes de I'épi de blé et d'orge étaient connus sous le nom de F.
graminearum «groupe 2» pour les distinguer du «groupe 1» qui regroupe des F. graminearum
hétérothalliques qui causent la fonte de semis et la fusariose du collet. On a su plus tard que ces
champignons étaient sépares par la biologie phylogénétique des espéces, chacune produisant leurs
propres caractéristiques d’état sexuel. L'ancien «groupe 1» est maintenant connu comme Fusarium

pseudograminearum et a un stade sexuel appelé Gibberella coronicola , (Aoki et al, 1999).
11.5.Conditions de développement de la mycoflore portées par la semence :

Les céréales sont naturellement en contact avec des spores fongiques avant, pendant et apres la
récolte, durant le transport et le stockage. La croissance fongique est régie par de nombreux
parametres physico-chimiques, notamment la quantité d'eau libre (aw), la température, la présence
d'oxygene, la nature du substrat et le pH (Jouany et Yiairnikouris, 2002).

a. Les blessures :

Les blessures des parois ou des enveloppes externes des aliments, et les dommages mécanique
et ceux infligés aux fruits par les intempéries favorisant le développement d’Alternaria. Et les
insectes propageront le Fusarium dans les mais. Aussi les dommages liés aux conditions de

stockage peuvent accroitre ou sélectionner certaines populations fongiques (G.Reboux, 2006).
b. Température :

Les moisissures peuvent se développer entre 0°C et 35°C. Certaines espéces sont capables de se
développer a des températures extrémes : Cladosporium herbarum peut se développer a des
températures inférieures a 0°C et A. flavus ou A. fumigatus jusqu’a 60°C. En général, 1a température
optimale de toxinogénése est voisine de la température optimale de croissance. Pour d’autres
toxines, élaborées par F. roseum, la température optimale de toxinogénése est généralement
inférieure a celle de la croissance, respectivement 15 et 25°C. Parfois, 1’apparition de mycotoxine
dans les conditions naturelles est favorisée par des températures relativement basses, au voisinage
de la température minimale de croissance : de I’ordre de 1°C a 4°C pour les mycotoxines produites

par F. tricinctum (Pfohl-Leszkowicz, 1999).
c. Composition gazeuse :

La plupart des moisissures sont aérobies. La réduction de la pression partielle en oxygene et

surtout 1’accroissement de la teneur en CO2 a un effet inhibiteur important sur la toxinogénese (Le

Bars et al, 1987).
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d. Lalumiére :

Les rayons lumineux n’ont en général pas d’action sur la croissance des champignons, mais

peuvent agir sur la sporulation (larpent et larpent-gourgaud, 1997).
e. Substrat:

Un champignon n'est pas forcément capable de se développer sur n'importe quel substrat. La
composition qualitative et quantitative en certains nutriments et la composition chimique du

substrat joue un role sélectif d’ou.il y a une spécificité d’hote pour les champignons (La Bar, 1988).
f. Facteurs biologique :

Les insectes et acariens sont des vecteurs de spores de moisissures qu’ils introduisent a I’intérieur
méme du grain par les 1ésions qu’ils créent. La contamination d’arachide, de coton, de mais par A.
flavus avant la récolte est souvent liée a 1’attaque par les insectes. Dans le stockage, les échantillons
de grain hébergeant des charancons révelent en général une population fongique importante et
parfois des mycotoxines.la présence simultanée d’autres microorganismes provoque une

concurrence entre eux d’une part pour 1’espace envahi (Lutz et al, 2003).
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I11. Les Mycotoxines
I11.1. Définition :

Le terme mycotoxine vient du grec «mycos» qui signifie champignon et du latin «toxicum» qui
signifie poison. Il désigne des métabolites secondaires élaborés par des champignons filamenteux
microscopiques ou moisissures vers la fin de la phase exponentielle de leur croissance et n’ont
aucune signification biochimique ni pour la croissance et le développement fongique ni pour la
compétition (D’Mello et Macdonald, 1997 ; Hussein et Brasel, 2001), parmi les especes qui
produisent les mycotoxines sont les especes des genres Fusarium, Aspergillus et Penicillium. Ils
causent des pertes nutritionnelles et représentent un risque majeur pour la nourriture et chaine
alimentaire. Les humains ont depuis longtemps été exposés aux mycotoxines par plusieurs voies
différentes : directement, par l'intermédiaire de denrées alimentaires d'origine végétale, ou

indirectement, par des aliments d'origine animale. (Bartkiene et al, 2012).
I11.2.Les principales mycotoxines des graines des céréales :

Les grains des céréales sont des vecteurs de mycotoxines trés important car elles sont
universellement consommées par I'nomme et par les animaux. Ce sont des contaminants naturels
des céréales ; il est donc normal d'en trouver en faible quantité dans les récoltes. Elles peuvent étre
contaminées a plusieurs moments (en plein champ ou lors du stockage) (Pfohl-Leszkowicz, 1999).

Tableau 3 suivant signifie Les principales moisissures contaminant les céréales

Champignons Toxines Denrées
claviceps Alcaloides de I’ergot Blé et dérivés, seigle
Fusarium Trichotécéne (DON, NIV, Zéaralénone, | BIé, orge, riz, seigle, malis,
fumonisine, fusariene, Moniliforme avoine
Aspergillus Aflatoxines, stérigmatocystine, ochratoxine | Mais, blé
A
penicillium Patuline, citrinine, pénitrem A, Ochratoxine | BIé, riz, orge
A

Source : (PfohlLeszkowicz, A. 1999 in Molinié et Pfohl-Leszkowicz, 2003).
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111.3. Biosynthese des mycotoxines :

Les mycotoxines font partie des métabolites secondaires, qui ne jouent pas de role évident dans
I’économie du microorganisme. Le métabolisme secondaire, trés important chez les moisissures,

aboutit a une grande diversité de molécules, dont les mycotoxines.

Les métabolites secondaires sont tres souvent élaborés par familles de produits chimiquement
voisins (les aflatoxines, les trichothécenes, etc.). La nature de ces produits, tres hétérogenes, dépend
des caracteres individuels de la souche et des conditions environnementales. Les voies de
biosynthese sont longues et complexes et les réactions sont catalyses par des enzymes de spécificité
différente de celles du métabolisme primaire. La détermination des schémas métaboliques de
biosynthése de certaines mycotoxines a été rendu possible grace a I’'utilisation d’inhibiteurs

enzymatiques et de précurseurs métaboliques (Luchese & Harrigan, 1993 ; Steyn, 1980).

Les mycotoxines ont trois origines biosynthétiques principales : les polyacétates, les terpenes et
les acides aminés. Selon la voie de leur biosynthése, les mycotoxines présentent des origines
chimiques trés diverses. (AFSSA, 2006).

I11.4. Les aflatoxines :

Les aflatoxines sont un groupe de composés structurellement reliés produits par quelques souches
d’Aspergillus flavus, d’A. Parasiticus et d’A. Nomius. Ces champignons peuvent étre isolés du sol,
la poussiere atmosphérique, plantes et insectes. Mais, arachides, noix et graines de coton sont
souvent contaminés par les aflatoxines, ce qui les rend impropres a la consommation humaine et
animale. Les aflatoxines sont des agents cancérigénes qui causent la maladie chez le bétail et
éventuellement les humains. (Hamed, 2004). Les aflatoxines d’origine naturelle sont les aflatoxines
B1, B2, G1 et G2. Normalement, I’aflatoxine B1 prédomine dans les produits contaminés ; les

aflatoxines B2, G1, et G2 ne sont généralement pas présentes si AFB1 est absente (Fao, 2003).
111.4.1.Propriétés physico-chimique :

Les aflatoxines sont des molécules de faible poids moléculaire (312 a 330 g/mol), trés peu
solubles dans I’eau, insolubles dans les solvants non polaires. Tres solubles dans les solvants
organiques moyennement polaires (chloroforme et alcool méthylique), elles sont assez facilement
extraites. Sous lumiere ultra-violette (U.V. longs), elles sont fluorescentes (bleue pour les AFB
"Blue" et verte pour les AFG "green", I’AFM 1 ayant une fluorescence bleu-mauve) (AFSSA, 2006)
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111.4.2. Formules chimique du type d’Aflatoxine :

v' AFB1 : formule brute : C17H1206
Masse molaire : 312,3 g/mol (voir figure 1)
v' AFB2 : formule brute : C17H1406
Masse molaire : 314,3 g/mol
v' AFGL1 : formule brute : C17H1207
Masse molaire : 328,3 g/mol
v' AFG2 : formule brute : C17H1407
Masse molaire : 330,3 g/mol
v' AFML : formule brute : C17H1207
Masse molaire : 328,3 g/mol (AFSSA, 2006).

AFM1

Figure 5 : Structure moléculaire des aflatoxines AFB1 et AFM1.

I11.5. Les trichothécénes :

Les trichothécenes sont des mycotoxines trés répandues dans le monde. L’entrée des mycotoxines
dans la chaine alimentaire de I’homme s’effectue soit par les denrées brutes (Céréales, farines...),
soit par des produits élaborés (céréales) mais aussi €ventuellement par des produits d’origine
animale, si ce dernier a consommé une nourriture contaminée. Les trichothécenes sont toxiques
pour ’homme et pour I’animal. Les risques résultant de 1’exposition (essentiellement chronique)
sont considérés comme un probleme majeur en santé publique et en médecine vétérinaire. (Balzer,
2004).

Les trichothécénes constituent un groupe de métabolites secondaires produits par de nombreuses
especes du genre Fusarium, en particulier F. graminearum, F. culmorum, F. poae et F.
sporotrichioides. Plus de 160 trichothécénes ont été identifiés, notamment le déoxynivalénol
(DON), le nivalénol (NIV), la toxine T-2, la toxine HT-2, le diacétoxyscirpénol (DAS) et la
fusarénone X (FX). Le trichothécéne le plus fréqguemment retrouvé est le DON (AFSSA, 2006).
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111.5.1. Propriétés physico-chimique:

Les trichothécenes se présentent en géneral sous la forme de poudres cristallines incolores Leur
poids moléculaire varie de 154 a 697 daltons, mais le plus souvent se situe entre 300 et 600 daltons
(IARC, 1983). IIs sont optiquement actifs (Iévogyres ou dextrogyres). Les trichothécénes ne
présentent pas de pics spécifiques d’absorption dans 1’ultraviolet ou le visible, excepté les
trichothécenes macrocycliques qui présentent des doubles liaisons conjuguees et absorbent a 260
nm (groupe D) (IPCS, 1990) Tous les trichothécenes absorbent a 228 nm, et bien que non
specifique, cette propriété est utilisée pour leur dosage en chromatographie liquide a haute pression
(CLHP). Le spectre infrarouge est caractérisé par la présence de bandes d’absorption correspondant
a la vibration de valence des C = O, C - O des groupes acétyles, des groupements hydroxyles(
larc,1993) Le spectre de résonance magné- tique nucléaire présente les pics caractéristiques de

I’époxyde le spectre de masse n’offre aucune fragmentation caractéristique.

Les trichothéceénes sont des composes neutres. 1ls sont généralement solubles dans les solvants
modérément polaires tels que les alcools, les solvants chlorés, I’acétate d’éthyle ou I’éther éthylique
et parfois légerement solubles dans I’ecau Les dérivés alcooliques ont une solubilité dans 1I’eau
supérieure a celle des dérivés estérifiés (nivalénol et diacétylnivalénol) et sont plus difficiles a
obtenir sous forme cristalline (IPCS, 1990)

Figure 6 : Structure générale des trichothecénes (a) et (b).

111.6. Les Fuminosines :

Les Fumonisines sont des mycotoxines produits par des champignons du genre Fusarium et plus
particulierement F.moniliforme.il excite quatre types de Fuminosines (FA, FC et FP).sur les 13
sortes de Fuminosines les plus répandues sont les FB1 et FB2, elles sont généralement
thermostables (Bouton, 2011).
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111.6.1. Propriétés physico-chimiques :

Les Fumonisines constituent un groupe de mycotoxines chimiquement voisines dont la structure

est donnée dans la figure suivant.

o OH H,C
OH o CH4 Ry OH
CH,4
o] (0]
HO o CH, R, NH,
0] (0]
HO 0]
R1 R2 Formule brute Nombre CAS Masse Moléc.
Fumonisine B1 (FB1) OH OH C34HegNO;g 116355-83-0 721,838
Fumonisine B2 (FB2) OH H C34H5oNO,, 116355-84-1 705,839
Fumonisine B3 (FB3) H OH C34HsgNOy, 136379-59-4 705,839
Fumonisine B4 (FB4) H H C34HegNO;; 136379-60-7 689,840

Figure 7 : Structures chimiques des ~ Fumonisines. (AFFSA, 2006).

I11.7. Les effets toxiques des mycotoxines : L’exposition humaine et animale aux mycotoxines se
manifeste essentiellement par ingestion, mais aussi par inhalation ou par contact cutané. Cette
exposition est a l'origine de toxicités aigués, subchroniques et/ou chroniques, en fonction du type
de la toxine et de la dose ingérée (Peraica et al. 1999 ; Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002). Les
intoxications aigués sont exceptionnelles et rares en raison des faibles quantités pouvant étre
ingérées avec des aliments contaminés. Toutefois, les intoxications chroniques sont les plus
fréquentes en raison d’un effet cumulatif, des habitudes alimentaires et de la rémanence de ces
toxines (AFSSA, 2006).Les mycotoxines sont dotées d’un large spectre d’effets toxiques. Certaines
toxines exercent un pouvoir hépatotoxique (aflatoxines, ochratoxines, fumonisines), d’autres se
révelent néphrotoxiques (ochratoxines, citrinine), neurotoxiques (trichotécenes, patuline),
immunotoxiques (aflatoxines, ochratoxines, fumonisines, trichotécénes), hématotoxiques
(trichothécénes,) et cestrogéniques (Zéaralénone). De méme, les aflatoxines, les fumonisines, la
zéaralénone et les ochratoxines sont reconnues é&tre génotoxiques et cancérogenes
(PfohlLeszkowicz et al, 1995 ; Hussein et Brasel, 2001 ; Bennett & Klich, 2003 ; AFSSA, 2006).
Bien que plus de 400 mycotoxines aient été identifiées et répertoriées, seulement une trentaine
possede de réelles propriétés toxiques préoccupantes pour I’homme. Les plus importantes des

points de vue agro-alimentaire et sanitaire et faisant 1’objet d’une surveillance réguliére sont les

22
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aflatoxines, les ochratoxines, la zéaralénone, les fumonisines, la citrinine, la patuline, les

trichotécenes et aussi le déoxynivalénol (Pfohl-Leszkowicz et Castegnaro, 2002).
111.8. Méthodes de détection des mycotoxines

Dans les aliments, dans un cadre de de contr6le réglementaire. Exige des méthodes de dosage aux
performances analytiques reconnues. Or, la préparation de I’échantillon est une partie importante

d’analyses (Benmansour, 2005)

L’analyse des mycotoxines, comme tout contaminant des aliments nécessite la combinaison des
techniques d’extraction, purification, concentration et les techniques de séparation et détection
qualitative et quantitative, elle est actuellement basée sur des dosages physico-chimiques (Dragacci,
2006).

111.8.1. Chromatographie sur couche mince :

Chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode encore largement utilisé pour des
mesures quantitatives et semi-quantitatives de mycotoxines avec détection par fluorodensitométrie
ou procédures visuelles (limite de détection de 0,01 ppm). Chromatographie sur couche mince a
base de gel de silice, gel de silice F254 fluorescente ou d'un gel de silice imprégné d'acide organique
a été rapporté a appliquer pour la détection des mycotoxines communes (aflatoxines, la citrinine,

les fumonisines) (Lin ,1998).
111.8.2. Chromatographie en phase gazeuse (C.P.G) :

Les méthodes de chromatographie Gazeuse couplée aux détecteurs a lonisation de flamme
(flamme ionisation detector [FID]), électron capture Detector (ECD) et spectrométrie de Masse
(MS) étaient les méthodes les Plus couramment employé “es pour la Détermination quantitative
simultanée des trichothécenes dans les céréales et les produits dérives. La chromatographie gazeuse
couplée a un détecteur MS (GC/MS) offre 1’avantage de la confirmation de I’identité * des pics
chromatographiques et peut étre aussi utilise “e pour détecter plusieurs mycotoxines simultanement
(Tanaka et al, 2000).
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111.8.3. Chromatographie liquide & haute performance (H.P.L.C) :

Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est largement acceptée comme
une meéthode officielle pour la détermination des toxines. Il est appliqué en conjonction avec les

UV, la fluorescence, la détection ampérométrique ou spectrofluorimétrie. (Jiménez et al, 2000).
111.8.4. Méthodes immunochimiques :

Les tests immunochimiques sont basés sur les interactions entre les anticorps et les antigenes que
constituent les mycotoxines. Les anticorps doivent e “trés fortement spécifiques pour identifier les
composés structurellement trés différents. Les analyses immunochimiques telles que I’enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) sont devenues trés 's populaires dans le criblage de
mycotoxines (Zheng et al, 2006). Plusieurs études ont développé ~ et utilise = les méthodes
immunochimiques pour I’analyse des trichothecénes, 1’ochratoxine A, la zéaralénone et la

fumonisine B1 dans les céréales (Krska et al, 2001).
111.9. Méthodes de décontamination:

Certaines souches des bacteéries et levures possedent des structures parétales capables de se lier

aux mycotoxines et les rendre inactive (Yan et al, 2004 ; Palumbo et al, 2006).

Certains microorganismes sont capables de métaboliser les mycotoxines ou les bioconvertir en

composés plus ou moins toxiques (Nakazato, 1990).

111.10. Prévention et les procedes de décontamination :

La prévention et la lutte contre les champignons et leurs mycotoxines s’effectuent a trois niveaux :
a) Au champ

La prévention au champ se résumé a ’utilisation raisonnée d’insecticides et des fongicides (Hell
et al, 2000).ainsi qu’a respect de la rotation des cultures, les dates de semis et de développement

de variétés résistances (Luo et al, 2005 ; Garcia et Herdia, 2006)
b) A la récolte :

Le respect les dates de récoltes est recocommendé de préférence par temps sec, les grains
doivent étre suffisamment murs et ne pas étre endommagés au cours de la récolte et de pratiques

culturales.
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c) Au stockage :

Le maintien des lieux de stockage frais, sec et aeres ou I’humidité, 1’oxygéne et la température
doivent étre régulierement en utilisent des systemes de ventilation Protocol trouvé que 1’application
des méthodes de lutte intégrées est efficace pour prévenir le développement d’insecte et d’acariens
Un pré tri avant le stockage doit étre effectué car les graines cassées sont beaucoup plus sujettes

Aux mycotoxines que la graine intacte (Broggi et al, 2002).
111.10. Réglementation :

Plusieurs pays ont établi ou propose des limites réglementaires concernant les mycotoxines dans
les aliments. Depuis 1974, certains pays de I’UE ont arrété des taux limites d’aflatoxines. En mars
1999, en collaboration avec ’OMS, La FAO a parrainé la 3éme conférence mondiale sur les
mycotoxines. La conférence a été organisée pour sensibiliser les décideurs aux risques sanitaires et
aux effets économiques potentiels de la contamination des denrées alimentaires et des produits
d’alimentation animale, et de promouvoir I’harmonisation des réglementations et les procédures de
contrdle et pour recommander des stratégies permettant d’évaluer, de prévenir et de lutter contre la
contamination par les mycotoxines. Les pays de I’Union européenne ont édité un reglement CE 98
pour limiter la présence des mycotoxines dans 1’alimentation humaine. Ce reglement a été révisé
plusieurs fois et chaque année la commission européenne publie ces réglementations d’une maniére
réguliére, le dernier portant le N° CE 1881/2006 date du 19 décembre 2006. (Zendine et al, 2007).

L’établissement des limites maximales est différent d’un pays a une autre. Dans I’UE (1’Union
européenne) le niveau maximum de déoxynivalenol (DON) dans les céréales et les produits a base
de céréales est de 2 mg/kg, il est proposé dans les grains de céréales brutes (blé, mais et orge), avec
la description qui est rattachée au grain de blé brut, de mais et d’orge apres le retrait des grains
altérés. 1l est notoire que les procédés de nettoyage et de triage des grains de céréales brutes peuvent
réduire de fagcon conséquente le niveau de contamination par le DON des céréales. La description
« apres retrait des grains altéreés » indique que la limite maximale s’applique au blé brut, au mais
brut, a I’orge brute aprés que ceux-ci ont subi les procédés de nettoyage et de triage. Si cela en est
le cas, I’UE ne peut pas souscrire a la limite maximale proposée de 2mg/kg pour le blé tendre et
I’orge et propose une limite maximale de 1,25mg/kg pour le blé tendre brut et I’orge brute (FAO,

2013).
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Pour les aflatoxines En fixent les LMR (limite maximale de résidus) dans les produits
d’alimentation humaine et de 10ug/Kg pour I’aflatoxine B1 et de 20 ug/Kg pour la somme des
aflatoxines B1, B2, G1 et G2, pour les fuminosine LM proposées de 5000 pg/kg pour le mais non
transformé et 2000 pg/ kg pour la farine/semoule de mais (FAO,2013).
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I. Matériel végétale :

Vingt-six échantillons de grains de céréales a savoir : le blé tendre, le blé dur et le mais
récoltés durant la compagne 2013-2014 provenant de différentes régions céréalieres de
I’Algérie (tableau 4). Ont été analysés dans le but d’identifier les microflores internes et
externes présentent au niveau de chaque échantillon et leur éventuelle contamination en

mycotoxines.

Tableau 4 : liste des lots des variétés de blé analysés

Espéce Nom des variétés Région géographique Année de récolte

GTA Ouad semar 2013

Semitor: Ghilizane 2015

Bousselam Seétif 2015

R’immana Sétif 2015

Djanete Sétif 2015

Vitron Berrouaghia 2014

BSLR1AR2013 Bouredjbouaririd] 2014

GTA DVR2NR Bouredjbouariridj 2014

Chen’s Bouredjbouariridj 2014

Blé dur Vitron Bouredjbouaririd; 2014
Semito CCLS 2014

Semito El-khemis 2015

Semito El-Menia 2015

GTA bouredjbouariridj 2015

Virtong: Relizane 2015

ARZ Ouad semar 2013

Ain Abid Relizane 2015

Hxd 1220 Relizane 2015

BI6 tendre Djemila Setif 2015
Wiffak Setif 2015

MBB Setif 2015

HD1220 Berrouaghia 2014

ARZ El-khemis 2014

Mais Omnili El —Menia 2015
Vi1 El-Menia 2015

V> Laghouat 2015
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1. Méthode d’isolement

Le prélevement des grains de céréales pour I’analyse a été effectué de fagon a étre
représentatif du lot global dont il est issu. Dans notre travail nous nous sommes intéressés a la
mycoflore totale associée aux semences, c'est pour cette raison nous avons utilisé deux

méthodes d'isolement.
11.1. Méthode d'isolement de la mycoflore externe :

L’analyse a porté sur 100 grains pris au hasard de chaque variété, les grains non désinfectés
sont déposés sur un milieu nutritif (PDA) a raison de 10 grains par boite. Les boites sont

incubées a une température de 25°C.
11.2. Méthode d’isolement de la Mycoflore interne : spécialement les Fusarium :

Notre analyse pour la mycoflore interne dans cette étude s'est focalisée sur la recherche des

especes de Fusarium.

Les manipulations déecrites sont a réaliser de préférence en atmosphere stérile Apres leur
désinfection de surface : Au minimum, 100 grains (ou 60) seront analysés pour la détection et

I'identification des différentes espéces de Fusarium spp.

L'objectif de la stérilisation de surface des grains est d'éliminer toutes les pollutions externes
d'origines fongique ou bactérienne. Pour l'analyse de céréales a petits grains : 50 ml

De grains sont stérilisés en surface, Les grains sont placés dans un panier tamis a maille de 05-

1 mm (type "moustiquaire”) et suivent le cycle de désinfection suivant :

» 10 min dans un bécher contenant 300 ml d'une solution d'hypochlorite de Sodiuma 1.5°Cl
additionnée d’un agent mouillant Tween 20 (0.01% V/V) ou savon (Champion, 1996)

> 1min dans un bécher contenant 300 ml d'eau stérile (opération effectuée 3 fois de suite).

> Le panier contenant les grains est ensuite égoutté et les grains sont placés a sécher sur du

papier filtre stérile

Apres désinfection les grains sont placés a 1’aide d’une pince stérile dans des boite de pétri de
90 mm coulées avec le milieu DCPA (voir annexe) a raison de dix grains par boite, Les boites
de pétri DCPA sont incubées dans 1’étuve a une température de 25°C pendant 10 jours. Aprés
10-12 d'incubation, les Fusarium sp. Infectant les grains se sont bien développés sur le milieu
semi selectif DCPA. Ce dernier ne permet pratiquement aucune pigmentation du thalle des

champignons qui s'y développent. Les cultures apparaissent donc généralement blanches a rose
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tres pale. Le milieu étant semi sélectif, seuls les champignons du genre, Fusarium vont se
développer de maniére conséquente sur le milieu (vitesse de croissance radiale >2 mm / jour et
mycélium aérien abondant). Les autres genres de champignons peuvent croitre mais vont
présenter une vitesse de croissance radiale relativement faible (<2 mm / jour) et un mycélium
aerien trés peu abondant voire inexistant. De plus, il a été montré que ce milieu était

significativement plus efficace que le milieu PDA pour la détection des Fusarium
11.3. Calcul de la fréquence et I’abondance des especes fongiques :

Pour évaluer les taux de contamination des grains de mais et blé par tous les contaminants

confondus nous avons calculé la fréquence Et I'abondance

La fréquence : nous renseigne sur le nombre de fois que le champignon est présent dans les

lots de semences analysés. Elle est calculée par le rapport.

Nombre de lots présentant le champignon / Nombre total de lots analysée.

L’abondance : est déterminée par le nombre total des individus de chaque espéce dans
I’¢échantillon total, (Bounar, 2009).

11.4. Méthodes de Purification
11.4.1. Repiquage successif :

Consiste a faire deux repiquages successifs au maximum des isolats sur milieu PDA, pour

I’obtention d’une culture pure. (Botton et al, 1990), il rajouté la méthode de culture monospore
I1.5. Méthode de conservation :

Une que les champignons sont purifiés, nous avons fait la conservation les tubes sur des
milieux courants le milieu PDA, (Botton et al, 1990).11 est prudent d’utiliser un systeéme
rationnel d’étiquetage de facon a ce que chaque isolat, tout en étant désigné par un minimum

de signes, puisse étre identifié sans ambiguité (Davet et al, 1997).

Toutes les géloses inclinées ont été incubées a température ambiante pendant 7 jours et
conservé a4 =1 ° C, (Bensmira, 2006). Les souches doivent étre repiquées tous les 8 a 10
mois, (Botton et al, 1990).
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11.6. Identification et Description des caracteres morphologiques et microscopiques :
11.6.1.Critéres d’identification microscopique

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait apres réalisation d’un étalement
entre lame et lamelle. Généralement, un examen a 1I’objectif 40 est suffisant Pour mettre en
évidence la plupart des éléments importants (Cahagnier et Richard-Mollard, 1998). Les genres
de moisissures sont ainsi identifiés sur la base des caractéristiques morphologiques et
microscopiques et a lI'aide des différentes clés de détermination (Botton et al, 1990) et (Barnet
et Hunter., 1999) et (Pitt et Hocking, 2009).

Pour la détermination morphologique et I’identification de 1’espéce d’un isolat de Fusarium

sp nous nous sommes basés sur la clé de de Leslie et al, 2006.
11.6.2. Critéres d’identification macroscopique :

L’aspect des colonies : représente un criteére d’identification. Les champignons filamenteux
forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses ou granuleuses
; parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre (1’absence ou pauvreté du
mycélium aérien).Le relief des colonies il peut étre plat ou plissé et la consistance des colonies
peut étre variable (molle, friable, élastique ou dure).

La taille des colonies : Elle peut étre trés variable en fonction des genres fongiques : petites
colonies (Cladosporium) ou au contraire, colonies étendues, envahissantes (Mucor, Rhizopus).
La couleur des colonies : est un élément trés important d’identification ; les couleurs les plus
fréquentes sont le blanc, le créme, le jaune, I’orange, le rouge allant jusqu’au violet ou le bleue,
le vert, le brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent étre localisés au niveau du mycélium
(Aspergillus, Alternaria) ou diffuser dans le milieu de culture (Fusarium).

Les structures de fructification : la présence ou 1’absence, au centre de la colonie, des
structures de fructification sexuée (cléistothéces) ou asexuee (pycnides) est aussi un élément

important de Fusarium.
11.7. Analyses mycotoxicologiques :

Notre choix s'est porté sur trois genre diffrent model pour I'étude du potentiel toxinogénése, il
s'agit des isolats ou de Fusarium et les isolats d'Aspergillus.et penicillium.Les méthodes
chimiques d'extraction et de purification des mycotoxines, utilisant une étape de I’extraction
(liquide/liquide ou bien solide/Liquide), suivie d'une étape de purification de I'extrait, et d'une

étape de concentration ou condensation et puis I'étape De détection par chromatographie
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Figure 8 : Procédure d'analyse pour le dosage des mycotoxines (FAO, 1992).
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11.7.1. Extraction et purification a partir du milieu de culture liquide (extraction
liquide/liquide) :

Pour tester le pouvoir de productivité des aflatoxines et Ochratoxine nous avons inoculé
aseptiqguement les neuf isolats d'Aspergillus, et Penicillium dans un 50 ml du milieu semi
synthétique YES (Davis et al, 1966) dans des flacons de 250 ml stérile, aprés une période
d'incubation de 14 jours a 25°c,Les milieux de cultures ont été filtrés a travers papiers
Wattman, apres récupération du filtrat,50 ml de chaque échantillon a été additionnées a 50 ml
de chloroforme apres agitation énergétique pendant 10 min, ensuite la séparation de la phase

aqueuse de et la phase chloroformique été faite a I’aide d'une ampoule décanter.

La phase aqueuse est extraite encore une fois, on additionné 25ml de chloroforme, et pendant

5 min, du chloroforme a la phase aqueuse récupérée chaque fois.

Le milieu Y.E.S est le meilleur pour la sécrétion de 1I’Aflatoxine et 1’Ochratoxine par

Aspergillus Aflatoxinogénes. (Davis et al, 1956).

La phase chloroformique ainsi obtenue est filtrée puis concentrée par évaporation sous vise a
I’aide d’un rotavapeur a 40°C. L’extrait sec a été récupéré par rincage des parois du ballon
avec 1 ml du chloroforme et ensuite conservé au réfrigérateur a I’abri de lumiére, jusqu’a son

utilisation (figure 9).
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{ 50ml du filtrat du milieu YES+50 ml chloroforme }
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Figure 9 : Diagramme d'extraction et purification du mycotoxine a partir du milieu de
culture liquide selon Davis et al. (1966).
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11.7.2. Détection du potentiel toxinogéne des isolats de Fusaruim :

11.7.3. Mise en culture des isolats de Fusaruim pour la production des spors en milieu
liquide CMC

Le milieu liquide CMC, est utilisé pour donner une meilleure sporulation des Fusarium.les
cultures standard sont réalisées en flacons contenant 100 ml de milieu de culture liquide
inoculé avec des explants de 6 mm de diamétre, prélevé d’une colonie pure de chaque isoltas
agés del2 jours. Les flacons hermétiqguement fermé. Sont incubés a 25°C.pendant 7 jours.

11.7.4. Milieu synthétique pour les mycotoxines :

Pour obtenir une meilleure production des mycotoxines nous avons utilisé le milieu de culture
liquide MS :

«Mycotoxine Synthetic Medium ».pour la préparation du milieu il faut tout d’abord
dissoudre le glucose dans un ’eau distillé puis autoclave 30 min a 105°C.puis les différents
solutions des autres constituants sont additionnées stérilement. Les 100 ml de filtratCMC sont
additionnés a 100 ml de de SM dans des conditions stérile. Puis incubés a 25° C pendant 15
ours pour la production des mycotoxines.

11.7.5. Extraction et purification des trichothécénes « TCTB » a partir du milieu de
culture liquide MS :

Pour I’extraction, 50 ml d’acétate d’éthyle sont ajouté a 25 ml de milieu MS. On vortex
pendant 1 min. Aprés décentration (30min-1h) jusqu’a I’apparition des deux phases,

Toute la quantité du surnageant est prélevé pour étre évaporé a I’aide d’un rotavapeur. De
45°C L’extrait sec est repris avec 1 ml de méthanol/eau (0.5/0.5,v/v).

Phase organique (acétate d’éthyle)

Milieu MS.

(ORIGINALE,2016).

Figure 10 :Separation les deux phases
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I11. Chromatographie sur couches mince monodimensionnelle (CCM)
I11.1. Principe :

La phase mobile (phase liquide) est un solvant ou un meélange de solvants choisi en
considérant les propriétés de [’échantillon a analyser, alors que la phase solide est
généralement un adsorbant (gel de silice) maintenu sur une chromatoplaque, soit en plastique

rigide ou en métal.

I11.2.Technique pour I’identification potentielle toxinogénes des isolats d’Aflatoxines et
Ochratoxines :

Notre choix s’est porte sur la chromatographie sur couche mince monodimensionnelle.
Celle-ci réalisée sur une plaque de CCM prétes a I’emploi comportant déja une couche de 0.25
mm de silicagel. Tout d'abord la plaque a été activee dans une étuve a 110°C.Apres
reforoidissementla plaque a été spottée immédiatement ot nous avons déposé les 8 spot de 20
ul de chaque extrait a analyser. Les taches des solutions sont déposées a 1.5 cm du bord
inferieur et a des intervalles de 1.5 cm.la taille des taches doit étre réduite, uniforme et ne
dépassant pas les 0.5 cm de diamétre.la distance de migration est 15 cm (Randerath,1971) de
chaque échantillon,les spotes sont déposés en superposition a 1’aide des tubes capillaires sur le
méme point. Un séchage au séche-cheveu est nécessaire entre chaque dép6t .la plaque se
placée dans une cuve chromatographique et trempée dans un solvant d’élution constitué¢ de

toluéne.acétate d’éthyle et acide formique de volume de (6/3/1) respectivement.

I11.3.Technique pour DPidentification potentielle toxinogénes des isolats des

trichothécénes B :

Pour déterminée le type de trichotéchéne produit et identifier les chémotype DON et NIV, 8

isolats de Fusarium analysés par CCM.

Celle-ci a été réalisée en utilisant des plaques de CCM prétes a I’emploi comportant déja une

couche de 0.25 mm de gel de silice (Trucksess, 1984 et IPCS, 1990).

La plaque est placée dans la cuve a revoir doit étre contienne de 10 ml de notre solvant
d’acétate d’éthyle et hexane (8/2), on évite tout contact entre le dépot ponctuel et le

solvant.nous avons utiliser un révelateur,Chlorure d’ Alimnium.
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IV.Révélation des de plaque chromatographique :

IV.1.Principe :

Le principe de la revelation repose sur la fluorescence des mycotoxines UV et sur la

comparaison des rapports frontaux (RF) des spotes des extraits avec la migration de chaqu’
une.

IV.2. Technique de révelation :

Cela consiste a pulvériser les plagues avec la solution révélatatrices telle que :

Lachlorure d’aliminuim (AICl3) est utilisé pour I’identification toxinogéne des espéces
Fusarium . pour l'aflatoxine UV est de 368 .pour la lecture des TCTB nous avons utilisé des
UV aux longueurs d'onde 368 de Le rapports frontal est la distance parcourure par la
mycotoxine recherchée sur la distance parcourure par le solvant. (H). RF=h/H.
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I. Isolements et identification de la mycoflore totale associée aux semences :

La recherche de la mycoflore totale concerne 1’ensemble des champignons présents au niveau

des semences. A cet effet des isolements ont été effectués sur des semences entieres désinfectées

et non désinfectées.

Aprés 7 jrs d’incubation, les Fusarium sp et les autres contaminants infectant les grains se sont

bien développés sur les deux milieux DCPA et PDA.

Les isolements des champignons existants dans les échantillons collectés ont révélé la présence

de deux catégories de champignons :

v' Les espéces saprophytes telles que : Alternaria sp, Rhizopus sp, Aspergillus,
penicillium,.....etc., elles sont généralement responsable des dégats durant le stockage.
v Pour les Fusarium plusieurs espéces ont pu étre détectés se sont des pathogénes de champ,

elles provoquent des dégats importants sur 1’épi et peut causer des fontes de semis.

I.1.1dentification de la mycoflore externe isolée :

Les résultats de I’analyse sanitaire des variétés de blé et mais analysées ont révélé la présence au

niveau externe d’une mycoflore diversifiee.

Les différents champignons isolés sont trés variables, ou plusieurs genres ont été identifiés :

Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus et Colletrotrichum (tableau 05).
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Tableau 05 : Evaluation du taux de contamination des semences par la mycoflore externe.

Culture |Variété Région Alternaria | Aspergillus | Penicillium Rhizopus | Colletrotrichum | Totale
GTA Ouad 40 10 2 1 53
Semar
Virton R1
Relizane 30 30
Semito R1 21 5 3 29
Vitron Berroighia a1 13 17 71
R’immana 14 8 5 27
Djanete | Sétif 22 8 2 32
Bousellam 18 5 6 1 30
vitron 23 11 6 40
GTA 23 12 7 42
BSLR Bordj-bou |21 9 5 35
GTA arreridj 66
DVR2NR 50 8 8
Bl dur | chen’s 19 9 5 33
Semito El-khemis |2 10 3 15
semito CCLS 4 2 1 7
Semito El-Menia |51 30 7 88
43
. . 25 11 7
Ain Abid | Relizane
HXD1220 10 2 2 14
Blé | Wiffak 20 7 35
tendre Mo mila | Stif 1 1 15
MBB 21 10 3 34
ARZ Ouad
Semar 15 3 18
ARZ El-khemis |13 4
HD1220 Berroighia |20 10 30
Mais Mais 1 El-Menia
Omnili 45 21 9 75
Mais 3 Laghouat |10 3 1 1 15



https://www.google.com/search?client=firefox-b&q=relizane&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiZ_IyXxvPMAhVHsBQKHXuSDaEQvwUIGigA
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Les résultats obtenus montrent que le genre Alternaria sp est le plus abondant pour tous les
échantillons de blé analysés. Une abondance a été notée pour cette espéce au niveau des variétés
de blé dur, .Semito, GTA, GTA DVR2NR, et avec un taux de contamination respectivement de
51%,50%.23% par contre une présence moins importante a €té observée chez le blé tendre avec un
taux de contamination de 20%,13% et 10% pour les variétés de wiffak, ARZ et Hxd1220.

W Alternaria sp ™ Aspergillussp ™ Penicillum sp ™ Rhizopus sp ™ Colletrotrichum sp
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Figure 13 : Présentation des % d'infestations de la mycoflore externe chez le blé et Mais par région

et par variété.

Nous avons remarqué aussi qu’il ya une diversité dans ces taux de contamination par région ainsi
nous avons noté des pourcentages élevés de de 86%,78%,62%,61%, respectivement pour les
régions de Relizane, Ouad Semar, Sétif et bordj bou arreridj ( Figure14) Cependant les régions d’El-
Menia, Alger, et Berrouaghia ont montré un taux d’infestation respectivement de 58%,46%.45%.
Par ailleurs les 3 variétés de Mais ont montré une faible contamination par le genre de 1’Alternaria

et nous avons noté un taux de contamination faible de 21%.

Pour les contaminations par le genre Aspergillus le taux de contamination le plus élevé était de
nous avons noté que les régions d’El-Khemis, Berrouaghia, EI-Menia, ont présenté un taux de

contamination les plus élevés de 45%,43%,34%.
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Le calcul de la fréquence de 1’abondance de chaque agent fongique, révelent que la mycoflore
externe est dominée par le genre Alternaria pour la totalité des lots analysés avec une abondance

de 21 et une fréquence tres élevé.

Tableau 06 : L’abondance et les fréquences relatives des espéces isolées (mycoflore interne).

Variétés Espéces Abondance Fréquence
Alternaria 21 1
Aspergillus 10 0.9

Blé Penicillium 6 0.6
Rhizopus 1 0.04
Colletotrichum 1 0.04
Alternaria 27 0.66
Aspergillus 12 0.66

Mais Penicillium 9 0.33
Rhizopus 1 0.33
colletotrichum

1.2. Identification de la mycoflore interne isolée (Fusarium) :

La fusariose de I’épi est connue comme 1’'une des maladies les plus redoutables du bl¢ dans les

Régions céréalieres humides et subhumides de par le monde (McMullen et al, 1997 ; Gilchrist et

Dubin, 2002). La fusariose de 1’épi a des effets néfastes sur le rendement et la qualité du blé. Par

ailleurs, les dégats les plus redoutables résident dans la production de mycotoxines par les especes

fongiques responsables de la fusariose de 1’épi dans les grains attaqués. Plusieurs espéces

fongiques, notamment de Fusarium et Microdochium, peuvent étre impliquées dans la maladie et

la prédominance de chacune des espéeces varie en fonction des années, des régions et méme des

parcelles (Smiley, 2002). L’identification de I’espece impliquée est nécessaire pour un meilleur

controle de la maladie.
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Tableau 07 : Evaluation du taux de contamination des semences par la mycoflore

Variété Nombre des graines contaminées | Autre Semences saines
Région par le Fusarium/100 GA contamination
GTA Ouad Semar " 21
ARZ 81 18
. ) 55 44
Ain Abid
i 70 30
V|rt9n R1 Relizane
Semito R1 71 29
85 14 1
Hxd 1220
vitron 28 1 1
Berrouaghia
HD 1220 0 100 0
71 28 1
bousselam
R’immana 74 25 1
Wiffak 66 33 1
Djamila Setif 85 14 1
Djanete 68 31 !
MBB 66 33 1
60 39 1
vitron
GTA 57 42 1
BSLR Bouredjbou- 65 34
GTA arréridj 33 66
DVR2NR
66 33 1
chen’s
i 6 60 3
SO | El-khemis
ARZ 82 17 1
semito CCLS 63 36 1
Semito 85 85 1
Mais 1 El-Menia 100 0 0
Omnili 26 73 1
Mais 3 Laghouat 43 6 1
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D’apres le résultat nous avons obtenu le Fusarium est dominants dans la région d'El-Menia,
Alger, Setif et Bouredj-bouarriridj avec un taux de contamination de 85%,(82%,81%,66%) par
contre il faible dans la région de berroighia avec un taux de contamination de 28%.pour la variété

de Mais le Fusarium est dominant la région de EI-Menia et Laghouat avec a taux de 100%,43%.

Tableau 08 : abondance et niveau d’infestation des espéces Fusarium isolés partir des

échantillons de blé et mais selon la région de récolte

Région Année | Blé Bt mais >0% a 15% >a | >30% a | >50%

géographique de dur <15% <30% <50%
récolte

Oud Semar 2013 1 1 2

El-kehmis 2014 2 2

bouredjbouariridj 2014 4 1 1 4

Berrouaghia 2014 1 1 1 1

Alger 2014 1 1

Relizane 2015 1 3 4

El-Menia 2015 1 2 1 2

Sétif 2015 4 2 4

Laghouat 2015 1 1

Les résultats ont montré que 90% des grains analysés collectés des différentes régions, ont été
infestées par les espéces des genres Microdochium nivale Fusarium culmorum et L’identification
morphologique a montré la présence des especes fongiques a savoir M. nivale, F.culmorum, F.
poae, F. tricinctum, , F.pseudograminearum et F. avenaceum (L'analyse de ces résultats a montré
aussi que M. nivale et I’espece F. culmorum étaient les especes les plus dominantes représentant
40% des especes isolées. Les fréquences relatives de chacune des espéces identifiées dans le tableau
09.
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Tableau 09 : Fréquence d’isolement des especes de Fusarium & partir des grains infestés

Espéces Espéce Abondance Fréquence

Fusarium culmorum 16 1

Blé Microdochium Nivale 18 1
Fusarium tricinctum 12 0.4
Fusarium poae 13 0.5
Fusarium culmorum L 17 1

Mais Microdocium nivale 20 1
Fusarium tricinctum 6 0.4
Fusarium poae 11 0.8

I.3.Discussion :

D’aprés les résultats de I’analyse des semences de blé et mais, la variété semito de EI-Menia porte
un taux de contamination de la mycoflore interne et externe élevées avec un pourcentage de 86 %

concernant le mais les variées d’El-Menia le taux de contamination est de 50%.

La flore fongique mise en évidence dans nos différents lots analysés est comparable a celle
identifiées sur les semences du Blé et Mais depuis des années par plusieurs chercheurs notamment
(Levi et al, 1974 ; Tsubouchi et al, 1984 ; Micco et al, 1989; Studer-Rohr et al, 1995) et (Pitt et
Hocking., 2009) c’est une mycoflore diversifiée que nous avons classée en deux catégorie :
mycoflore du champ et mycoflore de stockage, Nos résultats sont en accord avec eux qui montrent
que dans tous les lots analysés, les agents saprophytes sont prédominants par rapports aux agents

pathogenes.

Les résultats de la recherche des Fusarium au niveau des grains et Mais récoltés de différents étages
bioclimatiques de I'Algérie ainsi que de I’identification des espéces fongiques associées a cette
maladie ont montré que les Fusarium ont été isolés d'une maniére fréquente des échantillons
prévenant du nord du pays a la faveur des conditions climatiques favorables. En effet, les facteurs
climatiques sont connus comme déterminantspour la manifestation de la fusariose de 1’épi
(Langseth et al, 1995). D’aprés Francl et al. (1999), ’humidité relative détermine la sévérité et
I’intensité de la maladie, alors que la pluviométrie et la température influencent la quantité
d’inoculum. L’identification morphologique des especes fongiques isolées des grains de blé et mais
contamines a été basée sur différents critéeres morphologiques proposés par Burgess et al. (1994) et
leselie (2006).
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L’identification morphologique a permis de montrer ’'implication de 1 espéces a savoir
M.nivale,F.culmorum,F.pseudograminearum,F.verticelloides,F.avenaceum,F.tricinctum,
F.sporotrichoides.F.solani,F.armenacum.F.Poae,Fcircinatum,Fsemitecum.Lesidentifications
morphologique des especes isolées a partir des graines infectées ont montré que Fusarium
culmorum Et M. nivale est I’espéce la plus fréquente (60%) et elle a été isolée a partir de presque
90% des echantillons infestés suivi de F.culmorum. Cette fréquence est inattendue puisque cette
espece est particulierement répandue dans les régions tempérées fraiches comme le Nord-Ouest de
I’Europe (Parry et al. 1995 ; Xu et al. 2005). Les interactions compétitives entre Fusarium sp.et M.
nivale pourraient étre aussi une des explications de cette haute fréquence. En effet, une étude
ultérieure a montré que Fusarium sp a été marginalement supprimé par M. nivale (Simpson et al.
2004).Ce résultat devrait étre pris en compte particulierement en choisissant les fongicides
appropriés pour la désinfection des semences. En ce qui concerne 1’espéce F. culmorum, Le pouvoir
pathogéne des isolats ne semble pas étre influencé par 1’origine des souches (collet, épis). La
compétitivité des especes fongiques au niveau de 1’épi détermine le spectre et la fréquence des
especes présentes. F.culmorum semble étre négativement influencé par la présence de M. nivale
(Simpson et al. 2004). Plusieurs facteurs pourraient contribuer a cette diminution de fréquence a
savoir les conditions environnementales, les pratiques culturales et les traitements par les fongicide
Cette ¢tude a montré 1’émergence de la fusariose de au Nord L’ Algérie et dans les champs de blé

irrigués dans le Sud durant ’année 2014/2015.
I1. Identification des différents isolats obtenus

Nous avons identifié les différents champignons isolés en se basant sur la détermination
morphologique de I'espece d'un isolat qui repose sur I'observation de nombreuses caractéristiques
anamorphiques sur des milieux de culture bien définis, deux clés d'identification ont été utilisée
il s'agit de la clé de Leslie et al. (2006) et celle de Barnett (1999) tableau 10.
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Tableau 10 : Liste des especes obtenues de mycoflore interne et externe

mycoflore | Code Source d’isolement | Origine Variété Especes fongique
Iso 1 Grain de blé dur Ouad Semar | GTA Fusarium culmorum
Iso 2 Grain de blé dur El-Menia Semito Fusarium armeniacum
Iso 3 Grain de blé dur El-Khemis Semito Fusarium Poae
Iso 4 Grain de blé tendre | Sétif Djanete Michrosochium nivale
Iso 5 Grain de blé dur Berrouaghia | Vitron Fusarium solani
Iso 6 Grain de blé tendre | Sétif Wiffak Fusarium poae
Iso 7 Grain de blé Berrouaghia | Vitron Fusarium sporotrichioides
Iso 8 Grain de mais Laghouat Fusarium
Interne pseudograminearum
Iso 9 Grain de blé dur Setif Bousselam | Fusarium circinatum
Iso 10 | Grainde mais El-Menia Fusarium .semitectum
Iso 11 | Grain de mais El-Menia Omnili Fusarium tricinctum
Iso 12 Grain de mais El-Menia Omnili Fusarium tricinctum
Iso 13 Grain de mais El-Menia Omnili Fusarium solani
Iso 14 | Grain de mais El-Menia Omnili Fusarium tricinctum
Iso 15 | Grain de mais El-Menia Fusarium verticelloides
Iso 16 | Grain de mais El-Menia Omnili Fusarium culmorum
Iso 17 Grain de mais El-Menia Fusarium Solani
Iso 18 | Grain de blé dur Sétif Busselam Alternaria tenus
Iso 19 | Grain de blé dur Ouad Semar | GTA Alternaria consortiale
Iso 20 | Grain de blé dur El-Menia Semito Alternaria consortiale
Externe Iso 21 | Grain de blé dur Relizane Semito Penicillium sp
Iso 22 | Grain de blé dur Berrouaghia | Hd 1220 Penicillium sp
Iso 23 | Grain de blé tendre | Ouad Semar | ARZ Penicillium sp
Iso 24 | Grain de mais El-Menia Omnili Aspergillus sp
Iso 25 | Grain de blé dur CCLS Semito Aspergillus flvaus
Iso 26 | Grain de blé tendre | Relizane Ain Abid Aspergillus niger
Iso 27 | Grain de blé dur Sétif Bousselam | Colletotrichum
Iso 28 | Grain de blé dur Ouad Semar | GTA Rhizopus sp
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oL !
Figure 14 : Caractérisation macroscopique et microscopique des espéces de Fusarium obtenue,

Aspect morphologique et microscopique (G x 40) des colonies de la mycoflore interne isolées a
partir des grains de blé et Mais : (1) colonie de F.culmorum ;(2) colonie de F.armeniacum ;(3) et

(6) colonie de F.poae (4) colonie de Microdochium nivale ; (5) colonie de F.solani

46



Partie 111 : Résultat et discussion

Isolats N°1, N°16, Fusarium culmorum
Classe : Adenomycetes

Ordre : Monilales

Famille : tuberculariacées

Genre : Fusarium

Caracteres culturaux : cette moisissure pousse sur PDA.Les colonies sont duveteuses, d’abord

blanche puis & rouges brunétre. Le revers est rouge a pourpre.

Morphologie microscopique : les phialides, courtes et large, formées sur mycélium aérien, sont
groupées en sporodochies, les microconidies sont absentes. Les macroconidies sont fusiformes,
courbées et septées. Les conidies sont globuleuses, brunatres, lisses ou verruqueuses (9-14pm de

diamétre)

Isolats N°2, Fusarium armeniacum
Classe : Adnomycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium

Caracteres culturaux, Cette espéce est relativement sa croissance rapide et produit abondant
mycelium blanc. Développer des sporodochies abricot a rouge-orange dans le centre de la culture
en position centrale bien visible la masse des spores.Sporodochies peuvent devenir brun avec I'age.
F. armeniacum produit divers pigments allant de I'orange vif a rouge et brun-rougeatre en couleurs

dans la gélose. Cette espéce se transforme facilement a la forme notales
Isolats N°3, N°6, Fusarium poae :

Classe : Adenomycetes

Ordre : monilales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium
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Caractéres culturaux : cet isolat des colonies a mycélium aérien duveteux de couleur blanc, rouge
dans sa partie aérienne et devient rose au contact de 1’agar. Les préparations microscopiques
montrent la présence de macro conidies, d’une taille moyenne a grande a une forme de faucille.la
face dorsale courbées a une cellule basale trés distinctement. Les microconidies sont absentes. Ces

caractéristiques. Correspondant a I’espéce fusarium poae selon la clé de Leslie et Summerell (2006)
Isolats N°4, Microdochium nivale

Classe : Adnomycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium

Caractéeres culturaux, Ce type de Fusarium porte une forme irréguliére dans le milieu PDA, avec
des bordures ondulées de vitesse de croissance de 0.78 nm avec une couleur blanc, le mycélium
peu abondant. Les macroconidies portent une taille moyenne avec une forme de faucille, les

chlamidospores sont abondantes sous forme en chaine les microconidies sont absentes
Isolats N°5, N°13, N°17 Fusarium solani

Classe : Adelomycetes (champignons imparfaites)

Ordre : Moniliales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium

Caractéeres culturaux : Le mycélium est blanc a creme. Les macroconidies sont larges et droites.

Les spores ont 5 a 7 cloisons.
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Figure 15 : Caractérisation macroscopique et microscopique des espéces de Fusarium obtenue.

Aspect morphologique et microscopique (G x 40) des colonies de (7) de F.sporotrichioides ;(8)
colonie du F.pseudograminearum ;( 9) colonie de F.circinatum (10) colonie de F.semitectum ;(11),

(12) colonie de F.tricinctum.
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Isolats N°7, Fusarium Sporotrichioides.
Classe Adenomycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium.

Caracteres culturaux : Le Fusarium sporotrichioides porte une forme irréguliere avec une bordure
ondulée de vitesse 4.72 nm/j.Le mycélium est blanche. Les macroconidies sont porte une taille
moyenne de forme de faucille. Les microconidies sont extrémement abondantes avec un aspect de

conidiospore ramifie ou non ramifie.

Isolats N°8, .Fusarium pseudograminearum
Classe : Adenomycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium

Caractéres sur PDA. Blanc abondante au jaune au rouge mycélium peut remplir complétement la
boite de Pétri. Des pigments rouges se forment dans la gélose. Les préparations microscopiques
montrent la présence des macroconidies effilées, longueur. Elles mesurent (50-80) x (2.5-4) um, et

possédent jusqu’a 7 colonies alors que les microconidies absents. Leslie et summerll (2006).
Isolats N°9, Fusarium circinatum.

Classe : Adenomycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium

Caractéres sur PDA. Mycélium blanc, mais peut produire le pigment violet dans I'agar. Pousse
relativement rapidement. Macroconidies sporodochie : Séparés et peuvent étre difficiles a trouver,

ils sont généralement sur ceillet morceaux de feuilles et sont de couleur orange pale. Selon 1a clé

de Leslie et Summerell (2006).
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Isolat N°10, Fusarium semitectum
Classe Adenomycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium

Caracteres sur PDA, Les cultures se développent habituellement rapidement et produisent un
mycelium aérien dense abondante qui est initialement hors blanc et devient beige ou brun avec
I'dge. Marron, les des pigments peuvent également étre produits dans l'agar. Orange clair
sporodochie peut étre produite par certaines souches. , Microconidies sont rares et difficiles a

trouver souvent. Leslie et summerll(2006).
Isolats N°11, N°12, N°14 Fusarium tricinctum
Classe Adenomycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium

Caracteres sur PDA. Mycélium blanc, mais peut produire le pigment violet dans I'agar. Pousse
relativement rapidement. Macroconidies sporodochie : Séparés et peuvent étre difficiles a trouver,
sont de couleur orange pale. A une taille moyenne, Forme de faucille. Les microconidies est
extrémement abondantes avec une mélange de napiforme. La taille de I’aspect de conidiophore est

moyenne. A parois paralléles flexueux.
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Figure 16 : Caractérisation macroscopique et microscopique des espéces de Fusarium obtenue.
Aspect morphologique et microscopique (G x 40) des colonies (13) (17) de F.solani

(14) colonie de F.tricinctum ;(15) colonie de F.verticelloides ;(16) colonie de F.culmorum
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Isolat N°15, Fusarium verticillioides
Classe Adenomycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Tuberculariacées

Genre : Fusarium

Initialement cultures ont mycélium blanc mais peuvent développer des pigments violets avec I'age.
Pigmentation dans l'agar varie, allant de pas de pigmentation ou orange grisatre a gris violet, violet

foncé ou magenta foncé (presque noire) dans d'autres.

Morphologie générale des macroconidies : Relativement long et mince, légerement falciformes ou
droite, et & paroi mince. Pour les Microconidies porte une forme Ovale & forme avec une base

aplatie.
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Figure 17: Caractérisation macroscopique et microscopique des espéces d’Alternaria obtenue.

Aspect morphologique et microscopique des colonis D’Alternaria sp,(18) colonie de A.tenus

(19),(20) colonies d’A.consortiale

Isolat N°18, Alternaria tenus

Classe : Adélomycetes (Champignons Imparfaits)
Ordre : Moniliales

Famille : Dématiacées

Genre : Alternaria

Le mycélium est blanc grisatre. Les conidiophores produisent des chaines d’une dizaine de spores,

elles sont droites et tres peu ramifiées. Les spores sont brunes, avec un bec court.
Isolat N°19, N°20, Alternaria consortiale :

Classification :

Adelomycetes (Champignons Imparfaits)

Ordre : Moniliales

Famille : Dématiacées

Genre : Alternaria
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Caracteres culturaux : Les colonies myceliennes sont vertes & marron foncé. Le mycélium aérien
est ras et renferme une multitude de spores. Les conidiophores sont bruns, ils supportent un grand
nombre de spores, produites le plus souvent isolées. Plusieurs types de spores sont présents dans

la méme culture :
-spores de type sphérique découpées par des cloisons en 2 ou 4 loges ;

- spores de type elliptique, ressemblant a des spores de certains Stemphylium. L’apex est rétréci

et souvent arrondi aux deux extrémités

- spores de type Alternaria typique, munies d’un rétrécissement apical plus ou moins allongé.
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Figure 18 : Caractérisation macroscopique et microscopique des espéeces de penicillium et
Aspergillus obtenue.

Aspect morphologique et microscopique de ;(21), (22), (23) colonies de Penicillium sp (24)
colonie Aspergillus sp. (25) colonie de A.flavus ;(26) A.niger.
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Isolat N°21, N°22, N°23, Penicillium sp

Classe : Adélomycetes (Champignons Imparfaits)
Ordre : Moniliales

Famille : Moniliacées

Genre : Penicillium

Sur PDA, Les colonies myceliennes sont vertes. Les conidiophores sont simples et divisés en
plusieurs articles paralléles. A I'extrémité de chaque article, un ou plusieurs stérigmates donnent
naissance a une multitude de spores. Les spores sont tres nombreuses ; elles sont sphériques et

lisses.

Isolat N°24, Aspergillus Flavus

Classe : Adélomycetes (Champignons Imparfaits)
Ordre : Moniliales

Famille : Moniliacées

Genre : Aspergillus

Caracteres culturaux, Les colonies mycéliennes sont poudreuses. Leur teinte est verte. Les
conidiophores sont érigés, renflés a leur extrémité en une téte ovoide aves une rangée de
stérigmate.C’est a partir des stérigmates que les spores sont formées. Les spores, trés nombreuse

dans les cultures, sont clair, globuleuse.

Isolat N°25, Aspergillus sp

Classe : Adélomycetes (Champignons Imparfaits)
Ordre : Moniliales

Famille : Moniliacées

Genre : Aspergillus

Caractéres culturaux : Les colonies mycéliennes sont poudreuses, peu développées. Leur teinte est
rose. Les conidiophores sont érigés, renflés a leur extrémité en une téte ovoide aves une rangée de

stérigmate.
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C’est a partir des stérigmates que les spores sont formées. Les spores, trés nombreuse dans les

cultures, sont clair, globuleuse.

Isolat N°26, Aspergillus niger :

Classe : Adélomycetes (Champignons Imparfaits)
Ordre : Moniliales

Famille : Moniliacées

Genre : Aspergillus

Caractéres culturaux : Les colonies mycéliennes sont poudreuses. Leur teinte est noire. Les
conidiophores sont ériges, renflés a leur extrémité en une téte sphérique aves une rangée de

stérigmate.

C’est a partir des stigmates que les spores sont formées. Les spores, tres nombreuse dans les

cultures, sont clair, globuleuse.
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Figure 19 : Caractérisation macroscopique et microscopique des especes de Colletotrichum et

Rhizopus

Aspect morphologique et microscopique (27) colonie de colletotrichum lindemuthianum ;(28)

colonie de Rhizopus.
Isolat N°27, colletotrichum lindemuthianum
Classe : Adélomycetes (Champignons Imparfaits)
Ordre : Mélanconiales
Famille : Mélanconiacées
Genre : Collectotrichum
Caracteres sur PDA.les colonies sont peu élevés et atteignent 3 a 4 cm de diameétres.

Les cultures sont d’abord gris clair. Puis une teinte plus noiratre en raison de la formation des

grandes soies dans les acervules.

Les acervules produisent également des spores en trés grand nombre, qui s’agglomérent en masses.
Les spores sont hyalines. Non cloisonées.cylindriques et arrondies a leur extrémité. Elles mesurent
11-21x3-4p (champion, 1997).

Isolat N°27, Rizopus sp :
1. Classification : Phycomycétes
Ordre : Zygomycétes

Genre : Rizopus
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Identification : Le mycélium forme des stolons sur lesquels apparaissent des rhizoides, sortes de
petites racines qui permettent au champignon de se fixer sur le substrat, ou sur la boite de pétri. A
I’opposé se développent les conidiospores, au tour de la quelle se différencient les spores dans le

sporange (sporocyste).
I11. Identification toxinogénes des espéces d'Aspergillus, Pénicillium et Fusarium par CCM

Les extraits de filtrat de culture des 8 isolats d’Aspergillus et penicillium sélectionnés ont été
soumis a une séparation par chromatographie sur couches mince dans le systeme de développement
TEF (Toluéne, Acétate d’éthyle et acide formique) I’interprétation a été réalisée sous la lampe UV

(ultraviolet) de 360 nm.

Plusieurs spots ont été détectés sous UV, correspondant a des métabolites produits dans le milieu

YES par les isolats étudies.

(Originale)

Figure 20 : les souches utilisant pour I’extraction liquide/liquide
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Tableau 11 : liste des isolats utilisés pour la CCM.

Ned’isolat | Code Especes

Iso 1 BD.S.R: Penicillum
Iso 2 M.V; Aspergillus sp
Iso 3 BD.H Aspergillus sp
Iso 4 BD2.S.R A.flavus

Iso 5 BD1.S.R Aspergillus
Iso 6 BDs.S.R Penicillum
Iso 7 BDs+.H.R Penicillum
Iso 8 BDs.SR1 Penicillum

Les résultats montrent que les isolats 9 analysées d’Aspergillus sp et Penicillium sp ont le méme
distance de migration qui est : 7cm par apport la longueur de la plague 7cm. On observer que les
souches ont le méme profile sont fortement productrices d’aflatoxine. Sauf pour les deux isolats
BD3.SR.et BDS.R1 ont faiblement marqué cette migration surtout pour le BDS.SR1 nous
constatons pratiqguement une absence de migration. (Figure22) Sur ce méme pool d’échantillons,

nous avons également quantifié sept espéces productrices d’Aflatoxines et ochratoxine a savoir :

BD3ISR BDS2SR BO5SR1I BDSRLI BDS4R BOM MV.3 BDISR

“ “ A Y A + > v
Penicillium A.flavus penicillium Aspergillus  Penicillium

(Originale,2016)

Figure 21 : plaque CCM sous les rayons UV de 360nm.
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Concernant les isolats de Fusarium la lecture sous UV a nécessite un révélateur chimique, chlorure
d’Aluminium, On utilisant la lampe UV de 360 nm (figure 22)

Tableau 12 : Liste des Isolats utilisés pour le CCM.

N°lsolat especes

Iso 1 F.culmorum/NIV
Iso 2 F.culmorum/DON
Iso 3 pseudograminearum
Iso 4 F.poae

Iso5 F.culmorum

Iso 6 F.culmorum

Iso 7 F.graminearum

Iso 8 F.culmorum

Iso 2 Iso 3 Iso 4 Iso 5 Iso 6

(Originale,2016)
Figure 22 : plaque CCM sous les rayons UV de 360nm.

La lecture de la plague CCM sous la lampe UV permis de constater. Une belle séparation qui
s'est produite sur la plaque des bondes linéaires. Avec de la méme densité et qui émettent une
florescence bleu. Pour la plupart des spots) cependant deux taches ont attiré notre attention

florescence il s'agit de l'isolat 1 et isolat 2 ou il n'y a pas eu d'absorbance et de florescence marquées
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par rapport aux autres isolats, mais nous avons remarqué qu'il existe comme méme une légere
migration pour l'isolat 7 .Nous tenons a rappeler que les spots 1 et 2 correspondent a nos deux
souches de référence Fusarium culmorum de chémotype Don/Adon et NIV respectivement. Il faut
savoir que la toxine Niv est produite en tres faible concentration par le champignon qui est difficile
a détecter méme par HP"LC .Tandis que le DON est produit a de trés forte quantité ce qui explique
notre résultats et qui nous laisse dire ou identifier les deux Fusarium 1 et 7 de chémotype NIV et

les autres isolats sont de chémotype DON.
111.1.Discussion

Les deux bandes linéaire qui apparaissent en premier représentent les formes acétylées du DON il

s'agit du 3Adnet 15Adon pour F.culmorum et F. graminearum.

Les mycotoxines de Fusarium les plus fréguemment rencontrées lors de la fusariose du blé en
Algérie et en Europe sont les trichothécenes de type B (Bottalico et Perrone, 2002 ; Touati-Hattab
2016). Les TCT B comprennent, entre autres, le déoxynivalenol (DON) et ses formes 15- et 3-
acétylées (15- ADON et 3-ADON), le nivalenol (NIV) et sa forme acetylée la fusarenone X (FX).

Cette étude a révelé que le F.culmorum est I’espece toxinogéne prédominante pour la production

des trichotécénes.

L’effet de chémotype a bien apparu dans ce teste. Car les deux isolats de F.culmoruml et 2 ne
montrent pas le méme profil sur la plague CCM. Par contre les isolats de F.poae et
F.pseudograminearum sont deux especes différentes mais présentent un profil identique dans leur

migration.

L’examen des chromatoplaques pour les aflatoxines des extraits de filtrats de culture sur milieu
YES que presque tous les isolats d’Aspergillus sp et Penicillium sp, ont secrété de I’aflatoxine et

de lI'ochratoxine.

Selon (Wicklow et al, 1980) et Pitt et (Hocking, 2006) [’Aspergillus flavus produit moins

d’aflatoxine.

Selon (Duris, 2002) les conditions de conservations mal contr6lées posent un risque majeur pour
la formation des mycotoxines (Duris et Hanak et al, 2002) rapportent que la durée destockage a

une grande influence sur le développement de la flore fongique et la contamination en mycotoxines.



Conclusion

Les céréales sont, sans doute, les matiéres premiéres les plus exposés a la contamination
fongique. Le développement fongique sur ces substrats peut avoir plusieurs conséquences tels
que I’altération des propriétés organoleptiques, diminution des qualités nutrities.apparition des

maladies ou accumulation de composés toxiques (mycotoxines).

Dans ce travail nous avons évalué le taux de contamination pour chaque variétés des grains de
blé et mais qui viennent de plusieurs régions agricoles de 1’ Algérie porteuses de toute une gamme
de champignons appartenant a des genres et especes tres variés. Nous avons classés en deux

catégories : mycoflore interne et mycoflore externe.

La connaissance des especes de Fusarium majoritaires sur céréales permet de mieux
Appréhender le risque sanitaire que constitue la production de mycotoxines par ce Champignons
et de mettre en place des moyens de lutte adaptés en prenant en compte des Facteurs tels que le
climat.

Les résultats de 1’analyse sanitaire des variétés de blé et mais analysées ont révélé la présence
au niveau externe d’une mycoflore diversifiée ou plusieurs genres ont été identifiés : Alternaria,

Aspergillus, Penicillium, Rhizopus et Colletrotrichum.

Les résultats ont montré que 90% des grains analysés collectés des différentes régions, ont été
infestées par les especes desgenres Microdochium nivale Fusarium culmorum et L’identification
morphologique a montré la présence des espéces fongiques a savoir M. nivale, Fusarium
culmorum, Fusarium .poae, Fusarium .tricinctum, ,Fusarium .pseudograminearum et Fusarium
avenaceum (L'analyse de ces résultats a montré aussi que Microdochuim nivale et ’espéce
Fusarium culmorum étaient les especes les plus dominantes représentant 40% des especes

isolées.

La dominance de chaque espéce dans une région donnée par les conditions climatiques .En effet,
plusieurs travaux ont rapporté que I’espéce Fusarium .Culmorum est la plus dominante dans les

pays de I’ Afrique du Nord.

La deuxieme partie de ce travail a porté sur la caractérisation du potentiel toxinogéne d’une
collection de Fusarium et Aspergillus par Chromatographie sur couche mince (CCM).qui nous a
permis de montrer la présence de deux types de toxines TCT B (DON, NIV) et Aflatoxine B:

dans les grains.

En perspectives, il est intéressant de pousser les études pour une connaissance globale des

différentes especes responsable de la contamination des grains en Algérie.



Conclusion

Il est nécessaire d‘effectuer un échantillonnage plus large dans les principales régions céréaliere
du pays et dans les différents étages bioclimatiques, afin d’identifier les espéces existants, leur
pouvoir pathogéne et leur fréquence selon les régions

La disponibilité d’une classification de la sensibilité des cultivars d blé et mais est un outil de
plus pour les agriculteurs comme moyen de lutte ces contaminants surtout les Fusrium. Toutefois,
cette maladie étant tres complexe, il ne faut négliger aucun des autres facteurs afin de réduire les
risques de contamination des récoltes par les toxines.

ET mettre en place un systeme de contréle et de surveillance de la contamination de blé et mais
par ces mycotoxines et aussi Crée des nouvelles stratégies de décontamination pour la lutte contre

les mycotoxines.
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Annexes

Composition de milieux de culture

Potato Dextrose Agar (PDA)

e Agar-agar 209

e Pomme de terre 200 g

e Dextrose (Glucose) 20 ¢

o Eaudistillée 1000 ml

Dichloran Chloramphénicol Peptone Agar (DCPA) pour un litre de milieu

e Peptone bactériologique 159

e K;HPO, 1g

e MgSO47H20 0.5g

e Chloramphénicol 0.29

e Crystal Violet en solution aqueuse 1ml

e Agar 159

e Eau distillee 1000ml

e 0.2g de dichloron dans 100ml d’éthanol

50mg de Crystal violet dans 100ml d’eau distillée.

Composition de milieu CMC (Carboxy-Méthyl-Cellulose)

e Carboxyle-méthyl-cellulase 15 g/l
e Extrait de levure 19/l
e MgSO47H20 059/
e NHsNO3 1g/l
e KH>PO4 19/l

e FEau distillée 1000 ml



Composition de Milieu MS (MycotoxinSynthetic medium)

KH2PO4

K2HPO4

(NH4)2S04

Biotine

Glucose

Solution de sels minéraux 50X

Eau distillée

0.6g/L
0.017g/L

1g/L
0.1mg/L
20g/L
0.1ml/L
1000ml

Annexes

Remarque : La préparation de ce milieu de culture consistait dans un premier temps a faire

dissoudre le glucose dans 1’eau puis a ’autoclaver 30 min a 105°C.puis les différents solutions

des autres constituants ont été additionnées stérilement.

Le milieu YES : Yeast Extract Sucrose :

Extrait de levure
Saccharose

Eau distillée

209
40 ¢
1000 ml



