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Résume : Les cultures de céréales dont le mais sont la cible de nombreux pathogénes a
I’origine de diverses maladies. Parmi celles-ci, Fusarium Ear Rot (FER). Les responsables sont
des champignons filamenteux phytopathogenes appartenant au genre Fusarium. La fusariose
s’est imposée comme 1’une des préoccupations importantes des différents acteurs de la filiere
maisicole compte tenu des pertes économiques considérables. La contamination des grains par

les mycotoxines ajoute une dimension sanitaire au probleme de la fusariose.

Cette étude a été conduite dans le but d’isoler et identifier les espéces de Fusarium spp. Qui
contaminent le mais en Algérie d’un pool de 17 échantillons récoltés sur trois années de récolte
en 2017, 2018 et 2019. Parmi eux, des échantillons cultivés et produits en Algérie et d’autres

échantillons importés.

L’identification morphologique a permis de montrer I’implication de 11 especes de Fusarium
spp. A savoirs F. graminurum, F.culmorum F.nygami F.psedonygami, F.equiste,

F.verticilloide, F.thapsinum, F.acumtinatum, F.subglutinas, F.laterritum, F.avenaccum.

Les résultats de nos isolements ont révélé aussi qu’en Algérie F.graminearum est 1’espéce

prédominante représentant une densité de 28, 36 des especes isolées.
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Title of the thesis: Identification of Fusarium responsible for corn grain contaminations and
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Summary: Cereal crops including corn are the target of many pathogens that cause various
diseases. Among these, Fusarium Ear Rot (FER). Those responsible are phytopathogenic
filamentous fungi belonging to the genus Fusarium. Fusarium ear rot has emerged as one of
the major concerns of the various players in the maize industry in view of the considerable
economic losses. The contamination of grains by mycotoxins adds a sanitary dimension to the

problem of fusarium.

This study was conducted with the aim of isolating and identifying the Fusarium spp. species
that contaminate maize in Algeria from a pool of 17 samples collected over three harvest years
in 2017, 2018 and 2019. These included samples grown and produced in Algeria and other

imported samples.

Morphological identification showed the involvement of 11 species of Fusarium spp. namely
F. graminurum, F.culmorum F.nygami F.psedonygami, F.equiste, F.verticilloide, F.thapsinum,

F.acumtinatum, F.subglutinas, F.laterritum, F.avenaccum.

The results of our isolations also revealed that in Algeria F.graminearum is the predominant

species representing a density of 28.36 of the isolated species.

Keywords: Corn, Fusarium head blight, Fusarium spp.
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Introduction générale

Le mais est la céréale la plus cultivée au monde .C’est une culture d’été, particularité qui le
distingue des autres céréales semées pour la plupart a I’automne ou au printemps. Le mais est
largement cultivé sur les cing continents compte tenu des enjeux économiques tres importants
au niveau mondial, I’alimentation animale est de loin le premier débouché du mais dans le

monde, surtout dans les pays industrialisés (http://www.agri-mag- ).

Le mais est la cible de nombreux pathogénes a 1’origine de diverses maladies (Combyet et
al., 2018). Parmi celles-ci, la fusariose est caractérisée par des symptdbmes survenant sur
différentes parties de la plante comme les racines, les épis et la tige. Les responsables sont des

champignons filamenteux phytopathogénes appartenant au genre Fusarium.

La fusariose s’est imposée comme 1’une des préoccupations importantes des différents
acteurs de la filiere maisicole compte tenu des pertes économiques considérables liées a la

diminution des rendements de récolte qu’elle génére.

Les espéces fusariennes pathogeénes spécifiques du mais sont aussi capables de produire une
trés grande diversité de mycotoxines ou fusariotoxines dont les fumonisines. La contamination
par les mycotoxines a lieu essentiellement au cours de la culture cependant, elle peut aussi se

produire suite a une mauvaise gestion des conditions de stockage (Magan et Aldred, 2007).

Aussi, la problématique mycotoxine est au centre des préoccupations des filieres céréalieres
dont la filiere maisicole. Les fumonisines du groupe B et notamment la fumonisine B1 (FB1)

sont considérées comme les plus importantes du fait de leur occurrence et leur toxicité.

Ces toxines sont produites principalement par F. verticillioides et F. proliferatum de la
section Liseola et responsable de la fusariose de type FER (Fusarium Ear Rot). Un autre grand
groupe de Fusarium, provoquant les symptomes typiques de « Gibberella Ear Rot » ou GER
est majoritairement représenté par Fusarium graminearum et Fusarium culmorum. Ces deux
especes sont productrices de trichothécenes (TCT) ou de zéaralénone (ZEN), voire des deux
toxines. La contamination des grains par ces mycotoxines ajoute une dimension sanitaire au

probleme de la fusariose.

Caractérisées par une toxicité aigué avérée a doses élevées, ces mycotoxines seraient
responsables d’une toxicité chronique a plus faible dose. Leur consommation réguli€re pourrait

entrainer des pathologies diverses et en particulier des cancers de 1’cesophage pour les

Y

fumonisines (Osweiler et al., 1992 ; Colvin et al., 1993).
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Aussi, dans un contexte de principe de précaution, la commission européenne (CE)
n°856/2005 du 6 Juin 2005 (révisée, N°1126/2007 le 28 Septembre 2007) a fixé des teneurs

seuils concernant ces mycotoxines dans les lots de mais destinés a I’alimentation humaine.

Les mycotoxines de Fusarium étant thermostables, elles ne sont que partiellement éliminées
lors des processus de transformation et se retrouvent dans les produits finis, dérivés des céréales.

Il est donc impératif d’agir en amont de la récolte, c'est-a-dire au champ.

I a été montré qu’'un des leviers principaux pour limiter les teneurs en mycotoxines dans
les grains était le choix variétal (Ponts, 2010). L’utilisation de variétés de mais résistantes a la
fusariose et a I’accumulation de trichothécenes pourrait constituer une nouvelle approche pour
maitriser ce probleme de fusariose et de contamination des grains par des mycotoxines
(Schaafsma et Hooker, 2007).

Plusieurs travaux suggéraient que la résistance a 1’accumulation de toxines et au Fusarium
pourrait étre corrélée avec la teneur en composés phénoliques des grains de mais a maturité
(Assabgui et al., 1993 ; Bily et al., 2003 ; Reid et al., 1992) et de blé (McKeehen et al., 1999 ;
Siranidou et al., 2002). Des travaux plus récents ont montré qu’une fraction phénolique extraite
de blé présentait un fort effet inhibiteur sur la biosynthése des mycotoxines du type
DON/ADON in vitro par F. culmorum (Boutigny et al., 2010).

Dans ce contexte, notre démarche est orientée autour de deux axes de travail. Le premier
axe s’est attaché a isoler la flore fusarienne et toxinogene présente sur les grains de mais actif
et cultivés en Algérie et I’identifier a I’aide d’analyses morphologiques. Le deuxiéme axe de ce
travail de mémoire a pour objectif d’analyser le potentiel toxinogeéne des isolats et de

caractériser le type de mycotoxines produites moyennant des tests chimiques.

Avant la présentation des résultats obtenus, le contexte bibliographique concernant la
contamination du mais par les Fusarium spp. Et leurs mycotoxines, les facteurs limitant
I’apparition de la maladie et I’accumulation des fusariotoxines dans les grains, ainsi seront
décrits. La démarche des expérimentations sera ensuite présentée et les chapitres suivants
exposeront les résultats obtenus. Une discussion générale et des perspectives concluront ce

manuscri
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Teosinte Modern Corn

Source : https://tp-svt.pagesperso-orange.fr/.

Figure 1. Inflorescences de téosinte et de mais.

Inflorescences de téosinte (Zea mayssspmexicana) a gauche, de mais a droite.
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Figure 2. Histoire de la sélection du mais.
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Synthése bibliographique
I.LE MATS

1.1. Généralités

Le mais, Zeamays, fait partie de la famille des graminées (ou poacées) et plus précisément
de la sous-famille des Panicoideae. Les espéces Zea connues sous le nomde téosintes sont

essentiellement des graminées sauvages du Mexique et d’Amérique centrale (Doebley, 1990).

L'histoire du mais est riche et trés ancienne. Plusieurs théories divergent a propos de
I’origine du mais actuel qui n’existe pas a I’état sauvage. Certains pensent comme Mangelsdorf
(Mangelsdorf, MacNeish et al., 1964) qu’un mais sauvage existait avant I’arrivée de ’homme,
ce qui les oppose aux partisans de Beadle (Beadle, 1981) qui pensent que le mais est issu de la
pression de sélection induite par I’homme de la téosinte, théorie la plus probable, vu que le mais

actuel et la téosinte sont capables de produire des hybrides (Figure 1).

Les premiéres traces de cultures de la téosinte remontent a plus de 9 000 ans au Mexique
(Tenaillon et Charcosset, 2011) et c’est a partir d’environ 2000 ans avant J.C. que la culture du
mais se developpe en Mésoamérique chez les civilisations Olméques, puis chez les Mayas et les
Azteques (Gallaise, 2009).

La culture des grains de mais se développe tres rapidement. Le mais fut introduit en Europe
a la fin du XVe siecle aprés la découverte du Nouveau Monde par Christophe Colomb. Du sud
de I’Espagne, il s’est diffusé dans toutes les régions d’Europe meéridionale au climat

suffisamment chaud et humide, le Portugal (1515) ou il est appelé milho («gros millet

marocain ») https://googleweblight.com/.

Plus récemment, le mais a bénéficié des découvertes de Mendel et Darwin du XIX® siécle.
IIs ont permis de modifier la structure génétique des variétés grace a I’hybridation. L hybride
de premiere génération qui en résulte apporte des gains extraordinaires : les rendements ont

décuplé, passant de 10-50 g/ha a des niveaux compris entre 80 et 130 g/ha.

En effet, le mais ne semble étre que le résultat de I’amélioration végétale par croisements
opérée par I’homme (aucune variété sauvage connue n’a perduré jusqu’a nos jours). La
conséquence de ces améliorations au fil des siecles est I’existence a I’heure actuelle de centaines
de types de mais aux cycles végétatifs divers adaptés a de nombreuses conditions climatiques

et agronomiques. De ce fait, la zone de culture du mais est vaste : du continent américain a

Y

I’ Asie en passant par I’Europe et 1’ Afrique (Figure 2).
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D’apres chevalier 1932 La culture du mais serait assez ancienne en Afrique du Nord, au

Sahara et au Soudan et remonterait au 16°™ siéecle.

On ne connait rien de précis sur 1’origine de la culture du Mais en Algérie. Il semble que
cette culture y aurait été introduite d’Espagne (par les Arabes et les Maures) et non d’Asie
(avant la période colombienne) comme pourrait le laisser supposer certaines hypothéses
relatives a une culture antérieure de cette céréaleen Turquie. Car la dispersion du mais en
Afrique du Nord aurait di suivre bien longtemps avant sa connaissance historique européenne
les invasions arabes. La culture du mais peut étre envisagée en Algérie a quatre points de vue :
pour la production de grains vert consommés comme légume d’été. Aussi pour I’obtention de
fourrage utilisable directement en vert ou aprés ensilage et enfin pour la production d’alcool

(Laumont et Laby, 1950).
I.2.Importance economique
1.2.1. Dans le monde

D’apres la Food and Agriculture Organisation (FAO), plus de 872 millions de tonnes de
Mais ont été produites en 2012 dans le monde, en progression jusqu’a plus d’un milliard de

tonnes en 2013 (http://faostat.fao.orq).

En 2018 une baisse significative de la production mondiale a été notée par rapport aux
records de 2016/2017 qui a fait chuter la production nord-américaine de 28 millions de
tonnes. Dans ce contexte, le stock de mais mondial a connu un fort recul pour la campagne
2017/2018, et ce malgré le stock fin de campagne de 2016/2017 trés élevé (Figure 3 et 4).
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j\ PRINCIPAUX PAYS PRODUCTEURS DE BLE, DE RIZ ET DE MAIS DANS LE MONDE
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Figure 5. Principaux pays producteurs de blé, de riz et de mais dans le monde.
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Figure 6. Evolution de 1’estimation de la production mondiale de mais en millions de tonnes.

En 2019-2020, le mais est la premiere céréale produite dans le monde avec 1 091 millions
de tonnes (Mt). Le marché mondial du mais est porté par les Etats-Unis, le Brésil, 1’ Argentine,
I’Ukraine et accessoirement par I’ Afrique du sud.

La Chine, deuxiéme producteur mondial 254 millions de tonnes (Mt), aprés les Etats-Unis

(333 M), croule sous ses stocks et en plus elle importe 5 millions de tonnes de gains seulement.
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Cinq pays se partagent majoritairement le marché mondial du mais. Le Brésil et I’ Afrique du
Sud font partie du cartel alors qu’ils ne font pas partie des huit grands pays exportateurs de

céréales, essentiellement producteurs de blé (Figure 5).

Les Etats-Unis sont le premier pays exportateur de grains (52 Mt vendues en 2018) mais ils
déclinent. Leurs ventes ont diminué de 10 Mt en trois campagnes alors que 1’ Argentine rayonne.
Le pays vendra ente 9 Mt et 11 Mt en plus. Quant a I’Union européenne, elle rejoint le Japon
en téte des pays importateurs de mais. En expédiant 24 Mt, 1’Ukraine est le quatrieme pays

exportateur majeur de grains, loin devant I’ Afrique du sud (2 Mt).

En 2008, le mais génétiqguement modifié se situe au second rang mondial des cultures
biotechnologiques occupant 37.3 millions d’hectares, ce qui représente 30% de la surface
mondiale destinée a 1’agriculture biotechnologique (Ricroch, Bergé et al., 2009). Depuis
quelques années, le mais sert avec la canne a sucre a produire du bioéthanol. Le bioéthanol est
le biocarburant le plus utilisé dans le monde. En 2017, les Etats-Unis ont produit 59 % de la

production mondiale, le Brésil 25 %, 1’Union Européenne 5 %. https://www.gnis-

pedagogie.org/.

Ce nouveau débouché a eu comme conséquence une montée des prix de la terre et a pénalisé
les populations pour qui le mais est la base alimentaire comme au Mexique ou encore en Afrique
centrale. Le mais occupe une place importante dans I’alimentation humaine et on le retrouve
également dans de nombreux produits dérivés pour ne citer que les corn flakes, le popcorn, le

mais doux, I’huile de mais riche en acide linoléique, la polenta, les tortillas, les pains au mais.

L’amidon, principal constituant du grain de mais est utilisé dans 1’industrie agroalimentaire
comme liant, épaississant, édulcorant, anti-cristallisant, humectant, colorant, acidifiant mais
également dans la chimie verte, remplacant progressivement certains plastiques

(https://www.gnis-pedagoqgie.org/).

1.2 .2. En Algérie

Annuellement, les céréales destinées a 1’alimentation animale, principalement le mais,
représentent plus de 30% de la facture alimentaire. Le mais occupe une part importante dans la
structure des importations céréalieres de 1’ Algérie depuis des années. Les besoins exprimés sont

estimés a 30 millions  de  quintaux par  année (Belaid, 2016).
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Il est utile de noter que, dans le passe, le mais comptait parmi les cultures les plus adaptées
aux territoires algériens. Des archives de la colonisation qui datent de 1950 en témoignent
(Laumont et Laby 1950) : « Au cours de la période 1894-1916, la culture du mais se maintient
entre 11.000 hectares et 16.000 ha, correspondant a une production variant de 76.000 a 242.000
quintaux. Le mais est, depuis longtemps, surtout cultivé dans les départements d’Oran et de
Constantine, le département d’Alger venant loin derriere ses voisins et les territoires du Sud ne

lui consacrant que des superficies réduites. » (Naili, 2013).

En revanche, les mémes documents font état d’une régression de la production et une
tendance a 1’abandon de cette culture. C’est donc & Ghardaia que le mais reprend vie pour
redonner espoir a la filiere du lait et la viande. Lancée en 2011 a titre expérimental dans des
régions du sud et des hauts-plateaux, la culture du mais est en phase de domestication en

Algérie.

Sur la base des études d’impact qui ont ét¢ menées ces derniéres années, I’Institut technique
des grandes cultures (ITGC) soutient énergiquement 1’option d’aller vers I’intensification de la
culture du mais, qui semble jouir de potentialités pour étre une filiere économiquement viable

en Algérie.

A présent, la superficie mobilisée pour cette culture céréaliére est sur le point d’étre élargie,
font savoir des cadres de ’ONAB (office national des aliments de bétail). De 500 hectares en
2011, elle passera a 1200 ha en 2012, avant d’atteindre 10.000 ha en 2013.
Parmi les régions ayant un fort potentiel pour la production de mais, Nadma, Biskra, Ouargla
et Ghardaia avec des rendements qui sont estimés entre 80 et 100 quintaux/ha.
A moyen terme, cette superficie sera élargie afin de contribuer activement a la réduction de la

facture des importations (Naili, 2013).

La maisiculture dans la wilaya d'Adrar a des perspectives prometteuses. La direction des
Services agricoles (DSA) a fait état d'une superficie de 1.663 hectares consacrée en 2018 a la
filiere, dont 173 ha a la culture du mais en grain ayant donné une production de 6.920 quintaux,
et 1.490 ha au mais d'ensilage ayant produit 596.000 quintaux. Pour la saison actuelle, la
superficie dédiée a la maisiculture a plus que doublé pour atteindre les 3.967 ha, prévoyant ainsi
une hausse sensible de la production, notamment le mais d'ensilage au fort rendement par

rapport au mais en grain, a-t-on précisé (https://www.radioalgerie.dz/ ).
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Figure 7. Structure d’un pied de mais.
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Figure 8. Composition d’un grain de mais.
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1.3.Biologie et physiologie du mais

Le mais est une plante herbacée annuelle, monoique de hauteur variable et constituée d’une
tige unique de gros diameétre, est lignifiée et formée d’entrenceuds généralement espacés d’une
vingtaine de centimétres. A chaque noeud, deux feuilles s’insérent de part et d’autre de la tige.
Ces feuilles de grande taille (jusqu’a 10 cm de large et un métre de long) possédent une gaine

enserrant la tige et un limbe allongé.

Le mais a la particularité de posséder de nombreuses racines adventives au niveau du
premier nceud a la base de la tige. Les inflorescences femelles sont regroupées en épis a
’aisselle des feuilles médianes. L’épi posseéde 12 a 20 rangées d’ovules surmontées de longs
styles, les soies. L’inflorescence male ou panicule située a I’extrémité de la tige est constituée
d’épillets composés de deux fleurs. C’est une plante allogame. Les fleurs femelles sont
fécondées par le pollen d’une autre plante, 1’hybridation est naturelle chez le mais

https://www.gnis-pedagogie.org (Figure 7).

Le grain de mais est un caryopse, fruit a péricarpe sec non déhiscent. Il est composé d’un
embryon, de I’albumen et d’un péricarpe, il en existe plein de formes, de tailles et de couleurs
: brun, jaune, rouge, blanc, mauve, multicolore, grains noirs minuscules ou orange... Le mais
fait preuve d’une capacité d’adaptation exceptionnelle qui est a I’origine de son succes mondial.
L’embryon représente 11,5% du poids total du grain mature et contient des huiles végétales.
L’albumen, avec 82,3% est le tissu majoritaire, composé essentiellement d’amidon. L’amidon
est principalement constitu¢é d’amylose, un polymére non-ramifié de glucose, et
d’amylopectine, un polyoside constitué d’a-D-glucopyrannose. Le péricarpe, enveloppe
extérieure protectrice, quant a lui, représente 5,4% du poids du grain mature (Watson ,1962 ;
Weber, 1987) (Figure 8).

Plusieurs études antérieures se sont intéressées a la composition métabolique du grain de
mais et ont conduit a ’identification de plusieurs centaines de métabolites dans les grains de
mais au stade mature, principalement des composés du métabolisme primaire (sucres solubles,
acides aminés, acides organiques, lipides, nucléotides) (Manetti et al.,2006 ; Harrigan et al.,
2007 ; Castro et al., 2008 ; Piccioni et al., 2009 ; Rohlig et al., 2009 ; Skogerson et al.,2010 ;
Rao et al.,2014). Des métabolites secondaires appartenant a différentes familles telles que les
phénylpropanoides, les terpenes ou encore les amines et polyamines ont également été identifiés

chez le grain de mais (Tableau 1).
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Tableau 1 Métabolites secondaires identifiés dans le grain de mais entier.

Classe Sous-classe Compaosé Référence
acides
Phénylpropanoides phénoliques acide p-coumanique Rihlig er al., 2009

Terpénaides

Amines et

polyamines

flavonoides

acide 4-hydroxycinnamique

acide caféique

acide cinnamique

acide férulique

acide méthyl 3-methoxy-
cinnamigue

acide méthyl ferulique
acide méthyl p-hydrocy-
cinnamigue

acide quinique

acide sinapique

acide vanillique
p-coumaroy] sérotonine
dihydrokasmpfierol
naringenine
o-tocophérol
y-tocophérol
A-tocophénol

acide ahscissique
costunolide

allantoine

2 5-dihydroxypyrazine
choline

choline phosphate
diméthylamine
éthanolamine
glycine bétaine
hydroxylamine
putrescine
spermidine
trigonelline
triméthylamine

urée

Skogerson ef al., 2010

Rao erf al, 2014

Rihlig er al. 2009

Manetti er al, 2006 ; Rao ef al, 2014

Rohlig er al 2009
Rohlig er al 2009

Rahlig ef al. 2009
Skogerson er al., 2010
Rao erf al, 2014

Rao erf al, 2014

Rao erf al, 2014

Rao erf al, 2014

Rao erf al, 2014
Rihlig er al. 2009
Rihlig er al. 2009
Rihlig er al. 2009
Harrigan er al., 2007
Rao erf al, 2014

Skogerson ef al., 2010

Skogerson er al., 2010

Manetti ef al., 2006 ; Piccioni er al., 2009 ; Castro er al_, 2008
Rao erf al, 2014

Manetti ef al., 2006 ; Piccioni er al. 2009 ; Castro ef al., 2008
Rao erf al, 2014

Harrigan ef al., 2007 ; Picciom &f al. 2009

Skogerson er al., 2010

Skogerson er al., 2010 ; Rao er al, 2014

Skogerson er al., 2010 ; Rao er al, 2014

Manetti ef al., 2006 ; Piccioni er al., 2009 ; Castro er al_, 2008
Piccioni ef al., 2009 ; Castro ef al., 2008

Skogerson er al., 2010

Source : Gauthier, 2015
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1.4 Phases de développement du mais

Le cycle de developpement du mais est relativement court grace a une photosynthese
specifique qui lui permet de trés bien valoriser la lumiére et la chaleur. Le développement
foliaire de la plante est spectaculaire, fabriquant une grande quantité de matiére séche en peu

de temps. Le cycle du mais se décompose en trois phases de développement bien distinct.
1.4.1. La phase végétative

Lors de cette phase, la tige et les feuilles se développent pour que le jeune plant de mais
devienne progressivement autotrophe. Les racines du mais se développent dans les couches
superficielles du sol pour prélever I’eau et les nutriments nécessaires pour la croissance de la
plante. La durée de la phase végétative dépend évidemment de la précocité de la variété et des

conditions climatiques (Figure 9) (https://www.maisculturedurable.com/ ).

1.4.2. Phase reproduction

La phase de reproduction correspond a la formation et au développement des organes
reproducteurs. Entre le stade 50 % des feuille visible soit 8 a 10 feuilles, et le stade « sortie de

la panicule » se détermine le nombre potentiel d’ovules.

Les stades reproductifs commencent des la fécondation et concernent uniquement le
développement des grains qui achevent leur maturation le plus généralement en octobre
(Renoux, 2014).

1.4.3. La phase de développement de grain et de maturation

Cette partie de cycle débute par la fécondation et la définition du nombre de grains final.
Pendant les trois semaines suivent la fécondation, la plante reste sensible aux stress en eau et
azote et le rayonnement qui peuvent entrainer des avortements de grain. Les stades reproductifs
traités ici au nombre de six, de R1 a R6, ne concernent que le développement du grain. Ces
stades sont décrits dans le Tableau 2. R1 correspond a 1’émergence des soies et a la pollinisation.
Deux a trois jours sont nécessaires pour permettre la fécondation de tous les ovules sachant
qu’un grain de pollen met environ 24 heures pour longer les soies. Au stade R2, I’embryon est
complétement formé et I’endosperme est abondant. L’épi a atteint sa taille définitive et les soies
commencent a dégénérer. Le stade R3 est synonyme d’accumulation d’amidon et les grains
accusent une couleur jaune a I’extérieur. Au stade R4, ’endosperme du grain prend une

consistance pateuse due a une teneur quasiment optimale d’amidon. La déshydratation du grain
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commence au stade RS, s’initiant depuis le sommet du grain. Au stade R6, le grain est considéré

mature avec une teneur de 30% environ en humidité (Pons ,2010).

Tableau 2 : Différents stades du grain de mais.

(Pons, 2010)

R Stage Stade Quand ?
R1 Silking Emergence des soies 65 jours aprés des soies de terre du
R2 blister Gonflement cotylédon
R3 Milk Laiteux 10-14 jours aprées émergence des soies
R4 dough Pateux 18-22 jours aprées émergence des soies
R5 dent Denté 24-28 jours apres émergence des soies
R6 Physiological maturity | Maturité 35-42 aprés émergence des soies
55-65 aprés émergence des soies

PHASES DE DEVELOPPEMENT

PHASE DE DEVELOPPEMENT

. .
PHASE VEGETATIVE : PHASE DE REPRODUCTION l DU GRAIN ET DE MATURATION
]

A

A
L J
"y

Croissance

| e o >

-8 feuilles

Semis Récolte
Floraison  Floraison .
mile femelle FéCONdation
Durée moyenne de chague phase en semaine:
1a3 2a8 6a7 1 Bais |
B e b > (€—> | € |

Source : ARVALIS-Institut du végétal, 2018/2

Figure 9. Phases de développement.
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1.5.Les agents pathogénes et maladies du mais

Certains pathogenes peuvent nuire a la culture du mais, en termes de rendement et / ou
qualité. Plusieurs ravageurs tels que les insectes s’attaquent aux racines (taupins, chrysomeéle)

et aux parties aériennes (pyrale, sésamie, cicadelle, noctuelle, puceron, oscinie).

En effet Les chenilles de La Pyrale du mais (Ostrinia nubilalis) sont connues pour attaquer
les cultures de mais, dont elles sont le principal ravageur, en s'alimentant de la moelle des tiges,
les larves fragilisent les plantes qui deviennent plus sensibles a la verse, perturbent leur
développement et favorisent l'infestation par des champignons tels les Fusarium. Les dégats
sont donc directs (baisse du rendement, récolte plus difficile en raison de la verse) et indirects
(incidence plus forte des fusarioses, elles-mémes responsables de la présence de mycotoxines
(Picot,2010).

Le puceron vert du mais également appelé Rhopalosiphum maidis, est un insecte hémiptere
appartenant a la famille des Aphididae a une répartition cosmopolite et crée des dommages en
laissant son miellat sur les plantes. 1l est vecteur de nombreuses maladies

(https://fr.agroneo.com).

Le charangon du mais « Sitophilus zeamais Motschulsky » est un insecte granivore primaire
de l'ordre des coléoptéres. De couleur noir et marron, il appartient a la famille des
Dryopthoridés. On le trouve ainsi dans les silos et tous les endroits de stockage de grains de
mais. Tandis que les oiseaux et certains mammiféres comme les rongeurs peuvent attaquer les

épis et les grains des le semis, mais aussi a maturité (https://www.arvalis-infos.fr/ ) (Figure 10).

Quelques bactéries de type Erwinia, Enterobacter et Pseudomonas se développent sur le
mais. Ces bactéries vivent dans la tige, exploitant des voies d’entrées naturelles, type blessure.
Certains virus comme Sobemovirus, un virus a ARN, peuvent parasiter le mais. Ce virus est
avec le virus de la mosaique nanisante (MDMYV), le plus répandu. Les nématodes, parasites des
plantes, sont des vers microscopiques qui pénetrent les racines au stade larvaire et y forment

des galles (ex : Meloidogyne) (de Leon, 1978).

On dénombre plusieurs champignons pathogénes du mais parmi lesquels on peut compter
ceux qui induisent la rouille du mais (Puccinia sorghi), 1’anthracnose (Colletotrichum
graminicola), I’helminthosporiose (Helminthosporium turcinum), le charbon du mais (Ustilago
maydis), ou encore la fusariose de 1’épi. En plus d’affecter les rendements de récolte, la

fusariose de 1’épi génére également des problémes phytosanitaires liés a la production de
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toxines, appelées mycotoxines, produites par le champignon et qui s’accumulent dans les grains

(Aouali et Douici, 2009).

Figure 10. Quelque ravageur de mais. Sesamianonagrioides au stade larvaire (A) et adulte (B) ; Diabroticavirgifera
au stade larvaire (C) et adulte (D) ; SitophiluszeamaiMotschulsky adulte (E) ; Charangon.

(A et B) Source :https://www.bayer-agri.fr/.

(C et D et E) Photo. Laboratoire d’expertise et de diagnostic en phytoprotection, MAPAQ
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Il. LA FUSARIOSE

La fusariose est une des maladies les plus fréquemment rencontrées dans la culture de
ceréales au champ. Elle est particulierement préjudiciable aux céréales dites "a petits grains"
comme le bl¢ et le mais. La fusariose a fait I’objet de plusieurs revues se focalisant sur ce type
de culture (Sutton, 1982 ; Snijders et Perkowski ,1990 ; Parry et Jenkinson, 1995 ; Goswami et
Kistler, 2004) ainsi que spécifiqguement sur le mais (Munkvold, 2003 ; Picot, Barreau et al.,
2010).

Sous des conditions climatiques favorables, la fusariose peut attaquer a tous les stades de
développement et tous les organes de la plante, depuis les racines jusqu’aux épis. Le terme

"fusariose" des céréales regroupe trois types de symptdmes :

- "Seedling Blight" (blé, mais) : fusariose des semences, provoquent des manques a la levée

et des fontes des semis

- "Foot Rot" (blé) / "Stalk Rot™ (mais) : fusariose du collet / tige, entrainant la nécrose de ces

tissus
- "Head Blight» (bl¢) / "Ear Rot" (mais): fusariose de 1’épi (Figure 11).

La fusariose a été décrite pour la premiere fois en 1884 en Angleterre. Depuis, la fusariose
a progressé a travers le monde et de récentes épidémies ont été rapportées en Asie, au Canada,
en Europe et en Amérique. C’est d’Amérique du Nord, et en particulier des Etats-Unis, que sont
partis les premiers efforts concernant 1’étude de la fusariose. La fusariose peut infester de
nombreuses plantes ayant un fort intérét économique, ce qui peut entrainer de lourdes

conséquences financiéres.

Les champignons phytopathogénes responsables de la fusariose chez le mais appartiennent
exclusivement au genre Fusarium tandis que chez le blé on retrouve également Michrodochium

nivale et M. majus (Parry et al.,1995).

Chez le mais, la fusariose de I’épi, sujet de cette étude, regroupe deux maladies distinctes
liees a différents agents pathogeénes. Le Gibberella Ear Rot ou GER est causée par les especes
fusariennes de la section Discolor, principalement F. graminearum Schwabe [teleomorph
Gibberella zeae (Schwein.) Petch], F. culmorum, F. poae, et F. avenaceum (Logrieco et al.,

2002). Le Fusarium Ear Rot ou FER est causee par les especes de la section Liseola formant le
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complexe Gibberella fujikuroi qui comprend les especes majoritaires F. verticillioides, F.

proliferatum, et F. subglutinans (Logrieco et al., 2002). Concernant la premiéere maladie GER,

L’infection se propage en général a partir du sommet de I’épi, impliquant un passage par le
canal des soies au préalable, donnant aux grains une couleur allant du rose au pourpre. La
seconde, désignée sous le terme FER pour Fusarium Ear Rot, est caractérisée par des
symptoémes différents qui apparaissent de maniere beaucoup plus aléatoire ou suite a une
blessure de I’épi. Une coloration blanchatre a rose pale entre les grains est caractéristique bien

qu’il ne soit pas rare de n’observer aucun symptome (Munkvold, 2003).

Cependant bien que les deux maladies provoquent des symptomes différents, il n’est pas
rare que les techniciens agricoles eprouvent des difficultés a clairement les identifier. En effet,
ces especes peuvent cohabiter et d’autres agents pathogeénes peuvent également étre présents

comme par exemple Aspergillus et Penicillium.

L’importance économique de la fusariose est attribuée aux pertes de rendements
considérables (avortement des fleurs, diminution du nombre et du poids des grains) et a
I’altération de la qualité des grains. La fusariose affecte également les qualités nutritives et
technologiques des grains, ce qui a des conséquences néfastes lors des processus de

transformations industrielles des grains (Figure 11).
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Fig. 1. Vusariose sur a) ¢pis, b) tige,
€) grains de mais.

(Revue suisse, 2009)

Figure 11 : Fusarioses des épis et des tiges et des grains sur le mais, provoquées par une infestation par des

espéces deFusarium.
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Figure 12. Classification simplifiée de F. graminearum, culmorum, verticillioides et proliferatum.
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I1.1. Les différentes especes fusariennes inféodées au mais

Fusarium : le pathogéne principal inféodé au mais. Le genre Fusarium tient son nom du

latin Fusus (fuseau), en rapport a la forme de ses macroconidies fusiformes et cloisonnées.

La premiere et véritable description du genre Fusarium a été réalisée par Link en 1809. I
doit son nom du latin fusus (fuseau) en rapport a la forme de ses macroconidies fusiformes et
cloisonnées. Ce genre inclut des espéces imparfaites appartenant a la classe des Deutéromycete,
c’est le cas par exemple de F. culmorum appartenant a la section taxonomique Discolor, section
a laquelle appartient également F. graminearum dont le téléomorphe bien identifié est
Gibberella zeae, ainsi que Fusarium verticillioides (anamorphe de Gibberella moniliformis) et
Fusarium proliferatum (anamorphe de Gibberella fujikuroi) appartenant a la section Liseola
(Samuels et al., 2001; Seifert, 2001; Kristensen et al.,2005).

Les formes parfaites ou téléomorphes de quelques especes de Fusarium sont connues, et
appartiennent a la classe des Ascomycetes sous les genres Gibberella, Calonectria et Nectria.
A T’heure actuelle nous utilisons principalement un classement dérivé de celui de Nelson et al.
(1983) lesquels regroupent les Fusarium dans 15 sections. Ce classement a été amendé par
Burgess et al. (1994) puis par d'autres chercheurs grace a I’utilisation des techniques de biologie

moléculaire (Leslie et Summerell, 2006) (Figure 12).

Sur mais 1’espéce fusarienne toxinogéne prépondérante en Europe est F. graminearum
(teleomorph : Gibberellazeae) de la section Discolor dont le génome de 36,1 Mb a été
entierement séquencé et dont les quatre chromosomes regrouperaient environ 11640 génes
(Cuomo, Guldener et al., 2007).

Par ordre de fréquence d’isolement arrivent ensuite les trois principales espéces associées
aux symptomes de FER, allant du blanc au rose : F. verticillioides, F.proliferatum et F.
subglutinans, bien que cette derniére soit souvent moins présente en Europe et plutét retrouvée
sur le continent nord-américain (Vigier, Reid et al., 1997). A la différence des espéces des
sections Discolor et Sporotrichiella, les espéces de la section Liseola peuvent étre
asymptomatiques (Munkvold et Carlton ,1997). F. verticillioides et F. proliferatum sont les

principaux producteurs de fumonisines.

E



Synthése bibliographique

Fusarium culmorum est aussi fréquemment isolé du mais, cette espéce serait cependant plus
inféodée a des cultures du nord de I’Europe (Logrieco, 2002). Avec F. graminearum, ces deux

especes sont aussi les principales productrices de trichothécénes B et de zéaralénone.

S’ensuivent ensuite des espéces plus minoritaires, comme F. crookwellense et F. avenaceum
(teleomorph : Gibberella avenacea) appartenant également a la section Discolor ainsi que F.
poae et F. sporotrichioides (section Sporotrichiella) (Logrieco, 2002). F. graminearum et
F.culmorum, associés a ces espéces provoquent des symptdmes allant du rouge au pourpre
communément appelé GER ou « maize ear rot ». (Brennan, Fagan et al.,2003) ont montré que
in vitro, F. graminearum et F. culmorum étaient les espéces les plus pathogénes comparées a
F. poae et F. avenaceum, indiquant que les différentes espéces n’ont pas toutes le méme pouvoir
pathogene. Dans de nombreux pays méditerranéens F. culmorum et F. pseudograminearum ont
été signalées comme especes dominantes sur blé, comme la Tunisie, (Kammoun et al., 2010 ;
Kammoun et al., 2009), I’ Algérie (Touati et al., 2016 ; Abdallah-Nekache et al., 2019), la Syrie
et I’Egypte (Alkadri et al., 2013, Balmas et al., 2015) (Tableau 3).

Tableau 3. Especes du complexe fusarien sur mais en Europe.

Espéces classées par fréquence de contamination sur mais en Europe

Toxines produites

F. graminearum

F. verticillioides (complexe GF)
F. proliferatum (complexe GF)
F. subglutinans (complexe GF)
F. culmorum

F. avenaceum

F. acuminatum

F. crookwellense (= cerealis)
F. poae

F. sporotrichiodes

F. equiseti

F. oxysporum

F. pseudograminearum

TCTB, ZEA

FUM, MON

FUN, MON, BEA
BEA, MON, (et FUM)
TCTB, ZEA,

MON, ZEA, ENNS
TCTA, MON, BEA
TCTB, ZEA
TCTB(NIV)

TCTA

TCTA, TCTB, ZEA
Fumonisines C

TCTB

Sources : Logrieco, 2002, Logrieco and Visconti, 2004 ; données compilées par Laétitia Pinson-Gadais

Complexe GF : Complexe Gibberella fujikuroi ; FUM : Fumonisines ; MON : Moniliformine
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BEA : Beauvericine ; TCTA : Trichothécénes de type A (T2, HT2) ; TCTB : Trichothécénes
de type B ; ZEA : Zéaralénone ; ENNS : Enniantines.

I1.2. Epidémiologie de I’infection sur épi de mais

La source principale d’inoculum se trouve dans le sol, principalement sur les résidus du
précédent cultural (Sutton, 1982). Le mais étant généralement cultivé en rotation courte avec
une ou deux autres cultures, on retrouve tres souvent des résidus de culture de mais dans le sol.
Le pathogeéne survit d’autant mieux que les résidus se dégradent lentement comme ceux de
mais. Les adventices des cultures sont aussi suspectées d’entretenir un certain inoculum mais
leur impact n’est pas encore clairement défini (Jenkinson et Parry ,1994 ; Parry et
Jenkinson,1995). Le grain de mais semé peut étre déja contaminé et alors devenir une source

d’inoculum importante (Parry et Jenkinson, 1995).

Comme présenté sur la (Figure 13), F. graminearum survit sous forme de mycélium ou de
chlamydospsores (forme saprophyte) puis se propage par la formation de péritheces sur les
résidus. Les ascospores éjectées par les péritheces peuvent étre dispersées par le vent, I’eau ou
les insectes avant d’atteindre les épis de mais. La voie d’inoculation primaire se fait via le canal

des soies juste apres leur émergence (Munkvold, 2003).

Au printemps, quand les conditions de température et d’humidité sont maximales, ce sont
principalement les ascospores issues de la reproduction sexuée qui sont libérées des péritheces.
La maturation des périthéces prend environ deux semaines et la décharge des ascospores a lieu
principalement la nuit a des températures douces (10°C a 20°C), lorsque 1’humidité ambiante
n’est pas saturante apres déshydratation des péritheces. Les spores sont éjectées a 5 mm du
périthece en moyenne (Trail, Gaffoor et al., 2005) et I’intervention de vecteurs est obligatoire
pour atteindre les soies situées en hauteur. Des pluies accompagnées de températures comprises
entre 15°C et 25°C favoriseraient la production des péritheces sur les résidus de culture, cette
production n’est pas permise pour des températures en dessous de 15°C et superieures a 30°C
(Dufault, De Wolf et al., 2002a ; Dufault, De Wolf et al., 2002b).

Les macroconidies (reproduction asexuée) et les ascospores (reproduction sexuée) peuvent

se retrouver a des distances de I’ordre du kilométre dispersées par le vent ou certains insectes

(Francl, Shaner et al., 1999 ; Maldonado-Ramirez, Schmale lii et al.,2005)

(Miller, Reid et al., 2007) ont montré que quatre a six heures apres inoculation des soies, les

conidies de F. graminearum commengaient a germer et 48 h apres, I’hyphe pénétrait dans les
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cellules de I’épiderme des soies pour ensuite croitre a la fois a la surface et dans les soies. Le
mycélium blanc se propage a travers le canal des soies jusqu’a atteindre les grains ou il prend
une teinte rouge-rosé. L’infection se propage alors jusqu’aux grains les plus précoces a travers

le pédicelle.

F. graminearum ne possede pas de structures spécialisées comme un appressorium et un
haustorium. La colonisation est donc favorisée grace a des enzymes de dégradation de la paroi
cellulaire (CWDE pour Cell wall degrading enzymes) comme des cellulases, des pectinases,
des xylanases ou encore des feruloylesterases (Wanjiru, Zhensheng et al., 2002 ; Kikot, Hours
et al., 2009 ; Phalip, Goubet et al., 2009).

L’épi peut également étre infecté suite a une blessure du grain par un insecte, méme si cette
voie d’infection reste mineure (Matarese et al.,2012). Dans ce cas, le développement fongique
commence au site de la blessure puis se répand vers les extrémités de 1’épi (Reid et Shina,
1998).

Le GER peut généralement étre identifié par la présence de mycélium dans les tons rose a
pourpre sur les grains a partir du canal des soies. Dans certains cas, du mycélium rosé peut
apparaitre sur les spathes externes et en cas d’infection sévere, il est alors impossible de séparer

les spathes des grains.
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Source :(Trail, 2009)

Figure 13 : Cycle infectieux de F. graminearum.
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11.3. Les toxines produites par les champignons du genre Fusarium

Certaines especes de Fusarium ont la capacité de produire des mycotoxines.Ces molécules
toxiques, issues du métabolisme secondaire fongique, sont nocives pour I’homme comme pour
les animaux d’¢levage. Il existe différentes mycotoxines, produites par les mémes ou différentes

espéces de Fusarium nommées également « fusariotoxines ».

Parmi les plus connues on trouve la famille des trichothécenes produites par certaines
especes appartenant a la section Discolor et la famille des fumonisines produites par de
nombreuses espéces appartenant a la section Liseola. La zéaralénone, suite a ses effets

oestrogéniques, est également bien étudiée (Bennett et Klich, 2003).
11.3.1. Les fumonisines

Les fumonisines constituent une famille de mycotoxines regroupant 28 analogues séparés en
quatre types : A, B, C et P. Les fumonisines les plus abondantes sont de type B, elles
représentent plus de 95% du total des fumonisines contaminant le mais (Rheeder et al., 2002).
Les fumonisines sont des aminopolyalcools dérivés de I'alanine. Elles sont constituées d'une

chaine de 20 carbones estérifiée en C14 et C15.

La structure chimique de la fumonisine B1 a été identifiée en 1988 (Bezuidenhout et al.,
1988). D’autres types de fumonisines ont également été caractérisés et présentent une chaine
carbonée sur laquelle s’inserent 2 acides tricarballyliques. Le nombre et la position de

groupements hydroxyles différencient les différents membres de cette famille.

Plus d’une soixantaine de fumonisines ont été décrites jusqu’a présent (Bartok et al., 2006)
mais les fumonisines B1, B2 et B3 restent les fumonisines les plus abondamment produites par
les champignons F. verticillioides et F. proliferatum. Les fumonisines sont produites par les
especes de la section Liseola. Le principal producteur est de loin F.moniliforme qui est
rencontré dans le monde entier. C'est aussi I'un des champignons les plus couramment
rencontrés sur mais. Ce dernier peut contenir de fortes teneurs en fumonisines bien que les épis
montrent une apparence normale c'est-a dire sans pourriture ni décoloration des grains (Figure
14 et tableau 4).

Les fumonisines sont des molécules polaires, ce sont des solides amorphes solubles dans
I'eau, mais non solubles dans les solvants apolaires. Elles ont un poids moléculaire de

722g/mole, le point de fusion est d'environ 105°C (Vesonder et al.,1992). Les FBs n'absorbent
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pas les ultraviolets et ne sont pas fluorescentes, c'est pourquoi, pour les détecter, il convient de
les dériver. Les spectres infrarouges révelent des pics d'absorption a 3450, 2934, 1729t 1632

cm-1+ La Fumonisines BI a une rotation optique [a]D = -28°.

Les fumonisines sont des contaminants tres fréquents des aliments a base de mais en Afrique,
en Chine, en France, en Indonésie, en Italie, en Amérique du Sud, en Thailande et aux Etats-
Unis. Les niveaux de contamination observés sont parfois tres importants : 3600-11600 ug
FB1/kg de mais au Kenya (Kedera et al.,1999) et 2117 pug FB1/kg dans le sorgho en Ethiopie
(Ayalew et al.,2006), 6100 pug FB1/kg dans le mais au Brésil (Vargas et al., 2001), 18500 ug
FB1/kg dans du mais en Corée (Ah Seo et Lee, 1999), ce mais contenant aussi de la Fumonisine
B2 (5600 pg/kg) et de la fumonisine FB3 (2500 pg/kg).

Par comparaison, le mais produit en Europe présente des niveaux de contamination plus
faibles (Arino et al., 2007).

0. _OH HC
OH 0 CHy R, OH
",,-r‘ C—Hl
0 0
HO 0 CH Ry NH,
0 0
HO 0

Source :(Tabuc, 2007)
Figurel4. Structure générale des fumonisines.

Tableau 4. Les principales fumonisines.

Dénomination R1 R2 Formule brute Masse moléculaire
Fumonisine B1 OH OH C34H59NO15 721,838
Fumonisine B2 OH H C34H59N0O14 705,839
Fumonisine B3 H OH C34H59N0O14 705,839
Fumonisine B H H C34H59NO0O13 689,840

Source :(Tabuc, 2007)
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11.3.2. Les Trichothécenes

Les trichothécenes sont des mycotoxines produites par de nombreux Fusarium dont les
principaux sont Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium poae et Fusarium
sporotrichioides. Plus de 190 molécules ont été identifiées comme appartenant a ce groupe de
mycotoxines. lls sont divisés en quatre catégories ou types (A, B, C, D) le trichothécene des
groupes A et B sont largement présents sur céréales et denrées alimentaires tandis que les types
C et D sont rarement rencontrée et ne se pas étudies. Le groupe A : ce sont les trichothécénes
qui ne possedent pas de fonction cétone en C8, tandis que le groupe B : ce sont les

trichothécénes caractérisés par une fonction cétone en C8.

Dans [I’alimentation, les plus fréquemment retrouvés sont le nivalénol (NIV), le
déoxynivalénol (DON), sont les toxines de groupe B et les toxines T2 et HT2 de groupe A, ces
toxines sont les plus fortement associées avec des toxicoses chroniques et fatales chez ’homme,

ainsi que chez I’animal (Desjardins, 2006 ; Li et al., 2011 ; Parent-Massin et al., 2013).

La toxine T2, et sa forme dé-acétylée HT2, sont celles qui ont attiré le plus I’attention ces
derniéres décennies en raison de leur toxicité, bien qu’elles soient peu détectées en comparaison
a d’autres trichothécénes. La toxine T2 a été isolée pour la premicre fois en 1968 chez Fusarium
tricinctum, renommé aujourd’hui Fusarium sporotrichioides, & partir de mais moisi en France.
Le DON, également appelé vomitoxine du fait des symptémes engendrés, est le trichothécéne
le plus important en termes d’exposition humaine, mais un des moins toxiques (Desjardins,

2006 ; Lietal., 2011 ; Richard, 2007).

Les trichothécenes du groupe B sont produites, principalement, par Fusarium graminearum,
F. nivale et F. culmorum. Les trichothécéne de groupes A et B peuvent étre produites aussi par
d’autres espéces de Fusarium : F. acuminatum et F. sambuccinum produisent des
trichothécénes du groupe A et F. croockwellense des trichothécenes du groupe B. 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 acétylée la fusarenone X (FX) (Bottalico
et Perrone, 2002) (Figure 15).
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Trichothécenes B R1 R2 R3 R4
Deaxynivalena (DON) OH H CH OH
3-acetyl deoxynivalenol (3-ADON) O-Co-CH3 H CH OH
15-acetyl deoxynivalenol (15-ADON)  OH H 0-CO-CH3 OH
Nivalenol (NIV) OH OH OH OH
Fusarenone X (FX) OH O-CO-CH3 OH OH
Source : (McCormick et al., 2011)
Figure 15. Structure chimique des trichothécénes de type B.
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(Abbas et al, 1997).

Figure 16. Structure chimique de la zéaralénone.

Le groupe C réuni des trichothécénes produites par les espéces de genres Trichoderma et
Trichothecium. Les trichothécenes du groupe D sont produites par les especes de genres
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Myrothecium et Stachybotrys. Les trichothécénes de ce groupe, les plus connues, sont la

roridine, la verrucarine et les satratoxines (DiMello et al., 1997 ; Placinta et al., 1999).

Les trichothécénes sont des molécules non volatiles. Elles sont insolubles dans 1’eau mais
hautement solubles dans ’acétone, 1’acétonitrile, 1’éthanol, le méthanol... Ces molécules sont
stables a la lumicre, aux UV, a Dair, ainsi qu’a des pH neutres et acides, ce qui implique
I’absence d’hydrolyse dans 1’estomac aprés ingestion. Ces mycotoxines ne sont pas détruites
par autoclavage, mais elles requiérent un chauffage a 480°C pendant 10 min ou 260°C pendant
30 min pour obtenir une inactivation compléete. L’utilisation de solutions d’hypochlorite de
sodium (3 a 5%) est également efficace pour les inactiver (Li et al., 2011 ; Rocha et al., 2005 ;
Wannemacher et al., 1997).

Ainsi, I’¢élimination de cette famille de mycotoxines, sans dégrader 1’aliment contaminé, est
difficile une fois celle-ci présente. Le ringage ou I’élimination des cuticules des grains peut
toutefois diminuer le taux de contamination dans les produits alimentaires, le risque n’étant pas

supprimé pour autant.
11.3.3. Zéaralénone

La premiére description des symptdmes cliniques provoqués par cette toxine a été effectuée
en 1927 par Buxton, bien que la toxine elle-méme n’ait pas été identifiée. En effet, elle n’a été
nommeée et décrite structurellement qu’en 1966 par Urry et al. (Desjardins, 2006 ; Gaumy et
al., 2001).

La ZEA a été détectée comme contaminant naturel du mais, de l'orge, du blé et du sorgho
(Siame et al., 1998 ; Vargas et al., 2001; Fazekas et Tar, 2001; Odhav et Naicker, 2002).

La zéaralénone est produite principalement par Fusarium graminearum, mais aussi
Fusarium culmorum, Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum, Fusarium verticillioides et
Fusarium crookwellense, dans les champs de mais. La synthése de la mycotoxine dépend des
conditions environnementales, puisqu’elle est favorisée par une humidité élevée et une faible
température. Elle est majoritairement produite dans les zones tropicales et/ou tempérées (Magan
et Olsen, 2004 ; Ripert, 2013).

La zEaralénone est la lactone désaturée a fonction cétone de I'acide resorcyclique (Zea :

mais ; RAL : Resorcyclicacidlacton ; éne ; one).

j



Synthése bibliographique

Le cycle de la lactone comporte Il atomes de carbone. La double liaison 1'-2' permet une
isométrie cistran. Elle est insoluble dans l'eau, mais soluble dans les solutions aqueuses
alcalines. Elle est également soluble dans le chloroforme, I'acétate d'éthyle, I'acétonitrile, le
benzeéne et les cétones. Elle a une fluorescence dans le bleu vert lorsqu'elle est irradiée a 365nm
et en vert a 260 nm. Son absorption UV a 274nm est utilisable pour les analyses (DiMello et
al., 1997 ; Placinta et al., 1999).

La zéaralénone est une toxine fréquente dans le mais et les produits de mais, mais sa présence
a été aussi détectée dans le soja et diverses céréales et graines, ainsi que dans leurs sous-
produits. La présence de zéaralénone est régulierement observée en association avec d'autres
fusariotoxines, en particulier le déoxynivalénol, le nivalénol et les fumonisines (DiMello et al.,
1997).

I1.4. Toxicité et Législation

De par leur structure chimique trés différente, ces trois familles de mycotoxines ont des

effets toxiques variés sur I’homme et les animaux (Tableau 5).

Dans un principe de précaution, compte tenu des données attestant de la toxicité aigué et
potentiellement chronique des mycotoxines pour I’homme et la filiére animale, la commission
européenne a fixé des teneurs maximales autorisées pour les produits a destination de

I’alimentation humaine ainsi que des recommandations pour I’alimentation animale.

Les seuils réglementaires sont fixés selon les doses journalieres tolérables (DJT) établies
par le Comité Scientifique de 1’Alimentation Humaine (CSAH). A titre d’exemple, le
consommateur doit étre exposé a des doses inférieures a 1 pg/kg/j pour le DON et de 0,7 pg/kg/j
pour le NIV. Le réglement n°856/2005 du 6 juin 2005 révisée le 28 septembre 2007 lors de la
commission n°1126/2007 autorise des lots de mais bruts non transformés contenant au
maximum 1750 pg/kg de déoxynivalénol, 4000 pg/kg de fumonisines B1 + B2 et 350 pg/kg de

zéaralénone.

Les limites sont plus drastiques ensuite pour les différentes fractions de mouture, les
produits a base de mais, les céréales petit-déjeuner a base de grains ainsi que pour 1’alimentation
pour bébé ou I’on ne peut dépasser les 200 pg/kg concernant le DON et les fumonisines B1 +

B2 et seulement 20 pg/kg de zéaralénone.
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Tableau 5. Toxicologie des fusariotoxines.

Toxines

Effets

Sources

Fumonisines

Hépatotoxique, hépatocarcinogénique chez le rat
Génotoxiques, neurotoxiques Carcinogene possible
chez I'Homme (substance toxique de type 2B (IARC)

Bennett et Klich, 2003

Trichothécénes

Inhibition de la synthése protéique et de la
prolifération cellulaire Toxiques :

- pour les animaux (troubles de la fertilité,
vomissements, troubles de I'immunité)

- pour les plantes (problemes de germination,

flétrissement, nécrose tissulaire)

Bennett et Klich 2003 ;
Leung et al., 2006

Zéaralénone

Inhibition la synthése des protéines et des acides

nucléiques Apoptose Effets oestrogéniques

Bennett et Klich, 2003

11.5. Méthodes analytiques de détermination des mycotoxines

Pour I’analyse des mycotoxines habituellement présentes a 1’état de traces, il existe une

plusieurs méthodes catégorisées en deux groupes : les méthodes rapides de criblages

comme

les méthodes immunologiques et la chromatographie sur couche mince (CCM) et les méthodes

quantitatives comme les chromatographies liquides ou gazeuses (HPLC et GC), basées

essentiellement sur la séparation chromatographique des molécules puis leur détection par

fluorimétrie ou spectrométrie. Avant leur quantification, les mycotoxines présentes dans les

produits agricoles.

11.5.1. Chromatographie

La chromatographie est une méthode de séparation des constituants d'un mélange méme tres

complexe. Il existe trois principaux types de chromatographie :

* la chromatographie en phase gazeuse (CPG)

* la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

* la chromatographie en couche mince (CCM) (https://www.lachimie.fr/ ).

[1.5.1.1. 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
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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 d’un
gel de silice imprégné d’acide organique a été rapporté a appliquer pour la détection des

mycotoxines communes telles que 1’aflatoxines, la citrinine et les fumonisines (Lin, 1998).
11.5.1.2. Chromatographie en phase gazeuse (CPG) :

Les méthodes de chromatographie Gazeuse couplée aux détecteurs a ionisation de flamme
(flamme ionisation detector (FID), électroncapture Detector (ECD) et spectrométrie de masse
(MS) étaient les méthodes les méthodes les plus couramment employés pour la détermination
quantitative simultanée des trithothécenes dans les céréales et les produits dérivés. La
chromatographie gazeuse couplée a un détecteur MS (GC /SM) offre I’avantage de la
confirmation de I’identité des pics chromatographiques et peut étre aussi utilisée pour détecter

plusieurs mycotoxines simultanément (Tanaka et al., 2000).
11.5.1.3Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est largement acceptée comme une
méthode 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).
11.5.2. Méthodes immunochimiques

Les tests immunochimiques sont basés sur les interactions entre les anticorps et les antigenes
que constituent les mycotoxines. Les anticorps doivent étre fortement spécifiques pour
identifier les composés structurellement trés différents. Les analyses immunochimiques telles
quel’enzyme linked immunosorbent assay (ELLISA) sont devenues trés populaires dans le
criblage de mycotoxines (Zheng et al., 2006). Plusieurs études ont développé et utilisé les
méthodes immunochimiques pour [’analyse des Trichothécénes, 1’OchratoxinesA, la

Zéaralénone et la Fumonisine B1 dans les céréales (Zheng et al., 2006 ; Krska et Josephs, 2001).
11.6. Quelles stratégies pour diminuer I’accumulation des mycotoxines ?

Comme il n’existe aucun traitement chimique efficace, la gestion et la prévention passe par la
mise en ceuvre de pratiques culturales adaptées. Des outils d’aide a la décision existent pour
aider a diminuer les risques liés aux mycotoxines, Ils sont basés sur les données climatiques,

les dates de semis et de récolte, les précédents culturaux, la gestion des résidus et le facteur
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variétal donnent des prévisions cohérentes entre elles (Decoin ,2006). Concernant le mais,

I’outil Qualimetre DON sur mais est opérationnel depuis 2007.
Pratiques agricoles pour limiter ’apparition de la maladie

La maitrise des niveaux de contamination en toxines ne peut étre réalisée sans une
connaissance précise des facteurs environnementaux et culturaux impactant la qualité sanitaire

des mais.

Plusieurs facteurs peuvent moduler 1’apparition et le développement de la maladie
notamment au champ. Ces facteurs ont été hiérarchisés par Arvalis — Institut du vegétal et sont

regroupés dans la Figurel7.

Le climat a une incidence majeure sur le développement de la maladie. Aussi une période
pluvieuse précédant de peu ou coincidant avec 1’émission des soies est un facteur clef de
contamination. Cet épisode pluvieux permet la production des péritheces sur les résidus de
culture (Picot, Barreau et al., 2010) ainsi que I'éjection des ascospores matures. Humidité et
température supérieure a 20 °C au moment de la floraison permettent la germination des
ascospores et l'infection proprement dite. Ce facteur étant incontrélable, Arvalis place le
précédent cultural et le travail du sol comme leviers majeurs pour lutter contre le développement

de la maladie.

Un autre facteur primordial est la date de récolte est un élément clef pour limiter le risque
DON.

Appuyant ce rdle important de la date de récolte, (Blandino et al., 2009) ont observé les plus
bas niveaux de contaminations en trichothécénes lorsque la date de semis était précoce, que la
densité du champ était la plus faible (65 000 plantes / ha) ainsi qu’aux plus faibles doses

d’engrais azotés ajoutées.

La gestion des résidus est un parametre important intégré dans les grilles agronomiques. La
source d’inoculum de la fusariose est multifactorielle et il est essentiel de maitriser ces facteurs

afin de limiter la densité de I’inoculum au maximum (Sutton 1982 ; Parry et Jenkinson 1995 ;

Schaafsma, Tamburic-Ilinic et al., 2001 ; Edwards 2004 ; Miller, 2008).

La rotation des cultures permet de limiter la présence de céréales sensibles a I’infection et la

survie du champignon (McMullen et al., 1997). Ainsi, la culture du soja avant une culture de

E
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Cependant, les résidus de céréales sont plus nombreux et plus difficiles a détruire permettant
a Fusarium de survivre dans le sol sous forme de chlamydiospore ou de mycélium saprophyte

selon les espéces (Parry, 1995).

La rotation des cultures est donc primordiale. La source d’inoculum sera diminuée si les
résidus sont bralés ou enlevés, pratique agricole plus efficace qu’un broyage et des résidus
laissés en surface. Un travail du sol adapté permet de dégrader les résidus de cultures et de
limiter la présence de sources d’inoculum responsable de la maladie (Parry et al., 1995, Sutton,

1982). Sur le méme plan que le facteur gestion des résidus se trouve I’impact du choix variétal.

En effet (Schaafsma et Hooker, 2007) ont indiqué que le poids du facteur variétal était un
des plus importants, influencant les teneurs en déoxynivalénol a hauteur de 25% et que combiné

au facteur climatique, il expliquerait 42% des variations des teneurs en mycotoxines.

Enfin, I’utilisation de fongicides apparait comme un remede aux effets limités. Ainsi, leur
application présente des effets variables qui dépendent de la molécule active mais également
de la date d’application et des espéces fongiques présentes sur 1’épi. Il existe une sensibilité
différente des especes incriminées a la fusariose en fonction des molécules actives utilisées. Par
exemple, F. graminearum est particulierement sensible aux triazoles alors que M. nivale I’est

beaucoup moins (Champeil et al., 2004, Parry et al.,1995).
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%ﬂ Le climat : un role prépondérant
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Source : ARVALIS-Institut du végétal 2009

Figure 17. Les différents facteurs a maitriser pour limiter I’apparition de la fusariose de 1’épi et ses conséquences
(source Arvalis — Institut du végétal).

Tableau 6. Recommandations pour limiter les risques de DON et ZEN sur mais au champ.

‘_12; Facteur de risque | Recommandations

* Cest le facteur primordial.
+++ Tﬁﬁ;ﬂ?ﬁ;g « Les dates des récoltes tardives et/ou les variétés trés tardives semées
tard sont & éviter: la date limite & retenir est le 1* novembre.
Sensibilité variétale |+ C'est un facteur identifié, les variétés les plus sensibles surtout sont 4
éviter, ou a ne pas cumuler avec d'autres facteurs de nsque,

++ | Non labour, * C'est un sujet complexe o les interactions des différents facteurs sont
absence de difficiles & déméler. Retenons que le labour, la qualité et la finesse de
broyage de résidus | broyage des résidus sont importants pour préserver la qualité sanitaire.

Présence de foreurs | « Les foreurs, pyrale surtout (sur les épis) favorisent la présence

+ | Hygrométrie des champignons, les parcelles & hygrométrie excessive favorisent
excessive I'expression des DON certaines années,
* Chassons une idée reque: la monoculture n'est pas défavorable & la
Autres facteurs qualitd sanitaire.

Source : http://www.arvalisinstitutduvegetal.fr/
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I. Matériel vegétale
> Echantillons utilisés

Les échantillons de mais utilisés dans cette étude sont au total 17 variétés. Ils ont été

collectés dans différentes régions céréalieres de 1’ Algérie, et de diverses variétés (Tableau 7).

Les échantillons sont divisés en 3 lots. Un premier lot comporte 6 Echantillons de mais
produit en Algérie et collectés de quatre Wilayas différentes auprés des paysans ; un
deuxiéme composé de quatre (4) échantillons importés de France et les échantillons du
troisieme lot ont été prélevés de plusieurs points de vente dans la région de Laghouat, afin
d’obtenir une hétérogénéité des prélevements. Le poids minimum de I'échantillon est de 500g.

Tous les échantillons ont été conservés a 4°C dans des sacs en polyéthyléne jusqu’a I'analyse.

Tableau 7 : Listes des lots des variétés des mais analysée.

Espéce Variétés Région géographique Année de récolte
VL0l Bordj sounuci /Laghouat 2019
VL02 Laghouat 2019
VLO03 Kaser heran 2019
VL04 Ghardaia 2018
Mais Abed wahide Ahmed Méniéa 2019
VLO5 Laghouat 2018
Scandics F France 2017
0252X4B0207
VLO6 Laghouat 2019
VLO7 Sidi Makhloof 2018
VLO8 Ghardaia 2018
VL09 Ghardaia d’origine Brazil 2019
VL10 Adrar 2019
VL11 Adrar 2019
VL12 Kaser heran 2017
V15 Importé France 2019
V16 Importé France 2019
V17 Importé France 2019
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1. Méthodes

I1.1. Isolement et identification morphologique des Fusarium spp. Présents au niveau des

grains de mais

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéresses a apprécier le taux de
contamination des grains de mais par le genre Fusarium et identifier le chémotype de
I’ensemble des producteurs de TCTB, de ZEA et de FB1 d’un pool d’échantillons récoltés
durant I’année 2019/2020.

Pour isoler les espéces de Fusarium, un sous-échantillon de 100 grains de chaque
¢chantillon est désinfecté superficiellement dans une solution aqueuse d’hypochlorite de
sodium a 2% pendant 3 min, puis rinceé trois fois avec de 1’eau distillée stérile pendant 1 min.
Les grains sont placés aseptiquement sur un milieu de culture Dichloran-Chloramphenicol-
Peptone-Agar (DCPA, Annexe 1) (Cromey et al.,2002). Pour chaque échantillon, 10 boites de

DCPA milieu sont utilisées.

Le milieu DCPA est utilisé pour la détection spécifique des Fusarium spp et les boites de
pétri sont incubées pendant 6 a 7 jours dans une enceinte climatisée, thermostatée a 22°C (+/-
3°C) avec une photopériode d'éclairage et d’obscurité alternant toutes les 12 heures ou encore
a 25 °C dans une étuve réfrigérée a 1’obscurité (Figue 18).

Le milieu DCPA étant semi sélectif, seules les especes du genre Fusarium vont se
développer de maniere conséquente sur le milieu (vitesse de croissance radiale >2 mm / jour et
mycélium aérien abondant). Ce milieu ne permet pratiguement aucune pigmentation du thalle
des champignons qui s'y développent, les cultures apparaissent donc généralement blanches a
rose tres pale. De plus, il a été montré que ce milieu était significativement plus efficace que le
milieu PDA pour la détection des Fusarium spp. (loos, 2001).

Les colonies développées a partir des grains et qui semblent appartenir au complexe
fusarien, ont été repiquées sur un nouveau milieu PDA. Apres 5 a 7 jours d’incubation a 25 °C,
les différentes colonies ont été séparées en groupes selon 1’aspect des colonies. Ensuite, des
cultures monosporales ont été réalisées a partir de colonies représentatives de chaque groupe
puis repiquées sur le milieu PDA, pour une éventuelle identification morphologique. Les

isolats, une fois purifiés, sont conservés en tubes a essai sur le milieu PDA.
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Désinfection
superficiel

D’incubation a (10-12
jours, 25°C)

Figure 18 : Technique de plaquage directe (2020).

11.2. Méthode de purification
11.2.1. Repiquage successif

Consiste a réaliser plusieurs repiquages successifs des souches sur milieu PDA jusqu’a

I’obtention des isolats pures. L’utilisation des milieux sélectifs est possible (Botton et al.,

1990).
11.2.2. La culture monospore

Pour I’obtention de culture monospores axénique, nous avons utilisé deux techniques :

> La premiere technique a été décrite par Guettatni, 1954.Le mode opératoire consiste
astériliser des boites de Pétri en verre contenant chacune une lame porte objet, puis a couler
dessus I’eau gélosée a 2%, de fagon a obtenir une couche mince de 1 a 2 mm d’épaisseur.
Apres solidification, on prépare une suspension de spores a partir de cultures relativement
jeunes, des dilutions successives sont réalisées de maniére a obtenir une concentration finale

de I’ordre de 10 -2 10 -3 spore/ml.
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Une goutte de suspension est étalee uniformément sur la lame porte objet. Les boites sont

ensuite incubées sous une lumiere continue et a une température comprise entre 18 et 25° C.

Apres 16h d’incubation, lorsque les spores commencent a émettre des tubes germinatifs,
un prélevement monospore est alors effectué sous une loupe binoculaire et repiquée en boite

pétri contenant le milieu PDA.

> Ladeuxiéme technique est la « single spore » par scarification :

Le protocole a été établi dans le laboratoire MycSA Bordeaux par Christian Barreau. Les
suspensions de spores requises pour inoculer les boites de pétri contenant le milieu PDA, ont
¢été obtenues en ajoutant un morceau d’implant de chaque échantillon dans 6 mL d’eau distillée
stérile par tube suivi par une agitation modérée, de facon a obtenir une faible concent ration
finale de 102 spores/ml par comptage sur cellule de Thoma. Enfin, chaque boite a été inoculée
par 10uL d’une suspension sporale, a I’aide d’une anse de platine un étalement sous forme des
striés (scarification) ou bien en forme de L sont réalisée ce qui permet la sédimentation des
spores dans la gélose. Puis les boites ont été placées a 1’obscurité a 25 °C. Aprés 24 heures
d’incubation, les spores commencent a émettre des tubes germinatifs, un prélévement
monosporale est effectué et repiqué en boite pétri contenant le milieu PDA. Apres 7 a 10jours

d’incubation, les colonies obtenues sont pures.

11.2. Identification morphologique des isolats

La détermination morphologique d'une espéce de Fusarium spp. Repose sur I'observation
de nombreuses caractéristiques anamorphiques sur le milieu PDA.
La morphologie des colonies a savoir la densité, la pigmentation du mycélium, ainsi que
I’extension de la colonie ont été notées. Les caractéristiques microscopiques ont été déterminées
aussi. Il s’agit de I’observation des types de spores développées, de la forme, de la taille et de
la septation des macroconidies, ainsi que de la présence ou de 1’absence des chalamydospores
et peritheces.
Avec toutes les informations l'identification pourra étre réalisée en utilisant les différentes clés
de références de Aoki et O'Donnell (1999), Mady et al., 2015 et Leslie et Summerell (2006).

Les macroconidies de F. culmorum et F. graminearum sont directement identifiees sur le

milieu DCPA (Hocking and Andrews, 1987). Les autres isolats de Fusarium spp. Sont

transférés du milieu DCPA vers un milieu PDA favorisant la sporulation des Fusarium. Aprés
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6 a 10 jours d’incubation a 22°C, des prélévements pour observation sont effectués
systématiquement.

Ces prélevements consistent a récolter du mycélium aérien en plusieurs endroits de la culture,
ainsi que des sporodochia repérées, sur lesquels sont produites des macroconidies de taille et
de forme relativement homogéne et typique de I'espéce, puis les transférer dans une goutte de
colorant : bleu coton ou acide fuchsine pour observation au microscope.

Les résultats de I’identification des espéces fongiques contaminant le Mais sont exprimés en

pourcentage de grains infectés dans chaque échantillon de la fagon suivante :

nombre de grains infectés par un genre ou espéce

X 100

Moyenne(%) =

nombre totale des grains

La fréquence et la densité relative des genres et des espéces sont calculées selon les formules
de Marasas et al. (1988a)

nombre d'échantillonscontaminés par genre ou une espéce

Fréquence =
d nombre totale des grains

nombre d’isolats d'ungenre ou d'uneespece

Densité relative (%) = X 100

nombre totale des genres ou espéces isolées

11.4. Quantification par HPLC de la production des fusariotoxines par les isolats
De Fusarium spp
11.4.1. Culture sur Mais et riz pour extraction des fumonisines et trichothécénes

Le riz et le mais ont été utilisés pour quantifier respectivement les teneurs en
trichothéceénes de type B (TCTB) et des fumonisines produites par 18 Isolats de Fusarium sur

le riz et 10 isolats sur le mais.

Au préalable le riz et le mais utilisés comme substrat ont eté vérifié¢ qu’ils ne contenaientt
aucune trace de TCTB (NIV, DON, fusarenon X (FX), 15-ADON et 3-ADON) et de
fumonisines détectables. Avant inoculation, le riz et mais ont été humidifiés avec de 1’eau
distillée stérile durant 48 heures pour que 1’activité thermodynamique de 1’eau (aw) des grains

soit ajustée entre 0, 98 et 1,00. Puis, 110 g de grains ont été distribués dans des Erlenmeyer de
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500 ml, puis stérilisés deux fois par autoclavage a 110 °C pendant 25 min comme décrit par
Bakan et al. (2001).

Les isolats de Fusrium spp. Ont été repiqués dans des tubes PDA inclinés et incubés pendant
9 jours a 25 °C a I’obscurité. Les suspensions de spores requises pour inoculer le riz et le mais
ont été obtenues en ajoutant 6 ml d’eau distillée stérile par tube suivi par une agitation modérée.
Le volume nécessaire d’inoculum a été ajouté stérilement de fagon a obtenir une concentration

finale de 10* spores/ml par comptage sur cellule de Thoma.

Enfin, chaque Erlenmeyer a été inoculé par 0,5 ml d’une suspension sporale, et placé a
I’obscurité a 25 °C. Trois répétions ont été préparées pour chaque isolat testé. Apres 3 semaines
d’incubation, les milieux de cultures ont été séchés a 75 °C pendant 48 h, puis broyés afin

d’obtenir une poudre fine.

Notre analyse n’a pas pu étre achevée jusqu’au bout, malheureusement nous n’avons pas

pu faire la derniére étape de I’extraction et identification des fusariotoxine.

Cette derniére étape concerne 1’analyse, des fractions de 5 g de chaque échantillon broyé,
devraient étre extraites par 20 ml d’un mélange acetonitrile: eau (84/16 ; v/v), puis mises en
agitation pendant 1 heure suivie d’une centrifugation; 3 ml de filtrat normalement récupérés de
la phase organique, ensuite évaporés dans une étuve a (50 °C). Les échantillons seront conservés
a —4°C pour I’analyse ultérieure a 'HPLC. Mais nos manipulations au laboratoire ont été
rompue a cause du confinement imposé par 1’état suite a la propagation du Covid-19.

Malheureusement nous n’avons pas arrivé a atteindre nos objectifs Vises.
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I. Recherche de la flore fusarienne responsable de la contamination des grains de mais en

Algérie

Cette etude a été conduite dans le but d’isoler et identifier les espéces de Fusarium spp.
Qui contaminent le mais en Algérie d’un pool de 17 échantillons récoltés sur trois années de
récolte en 2017, 2018 et 2019. Parmi eux, des échantillons cultivés et produits en Algérie et

d’autres échantillons importés.

A partir de 100 grains collectés, les champignons appartenant aux genres Fusarium,
Alternaria, Aspergillus et Penicillium ont été isolés, dénombrés, identifiés et conservés. Le
potentiel mycotoxinogéne des Fusaria devrait étre confirmé et déterming, mais
malheureusement ¢a n’a pas été fait, car nous avons été obligés d’arréter les manipulations au

laboratoire.
I.1. Isolements et identification de la mycoflore totale associée aux semences

Une population de 810 isolats a éteé récupérée a partir des mars étudiés. Les reésultats de la
composition de la mycobiota (flore fongique) des grains de mais sont détaillés dans le tableau
(Tableau 8).

L’identification des moisissures a été effectuée en utilisant un schéma taxonomique basé
sur les caractéres morphologiques. Le genre Alternaria, Penicillium et Aspergillus et
indépendamment des années étaient toujours minoritaire comparé au genre Fusarium. Le taux
de contamination des grains de mais par Alternaria, Penicillium et Aspergillus étaient
respectivement de 1,35%, 3,82 %, 6,29% et par le genre Fusarium de 35,70%.

E



Résultats et Discussion

Source : Original

Figure 19. Germes de mais infectés par la moisissure des neiges (Fusarium spp.), caractérisée par une couche
des spores de teinte blanche et rose pale.

(1) : Grains de mais contaminés par Fusarium et Aspergillus sur DCPA
(2) Colonies de Fusarium spp. sur DCPA
(3) Colonies d’Aspergilus spp. sur DCPA
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Tableau 8. Taux de contamination de la semence par les microflores externe et interne (810 Isolats)

Espece | Variété Région Année Fusrium | Alternaria | Aspergillus | Penicillium | Total
de
récolte
VL1 Laghouat 2019 55 0 40 0 95
VL2 Laghouat 2019 70 14 7 0 91
VL3 Kaser heran | 2019 98 0 2 0 100
Mais VL4 Ghardaia 2018 14 0 34 2 50
Abed Méniéa 2019 15 1 0 0 16
wahide
Ahmed
VL5 Laghouat 2018 7 0 16 4 27
ScanDics | France 2017 17 1 2 0 20
F0252X4
B0207
VL6 Laghouat 2019 11 1 0 0 12
VL7 Sidi 2018 45 0 1 1 47
Makhloufe
VL8 Gardaia 2018 56 0 0 19 75
VL9 Gardaia 2019 43 1 1 27 73
VL10 Adrar 2019 19 0 0 1 20
VL11 Adrar 2019 15 1 0 0 16
VL12 Kaser heran | 2017 19 0 0 1 20
V15 France 2019 34 0 0 3 37
Importe
V16 France 2019 48 2 2 3 55
Importe
V17 France 2019 41 2 2 4 49
Importe
Nombre total d’isolat/genre 607 22,95 106,17 64,94

Taux de Contamination % =47,64%.
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Figure 20. Présentation des pourcentages des infestations des mycoflores externes et internes « Fusarium spp »
chez le mais par régions et par variétés.

Les résultats obtenus montrent que les variétés (VL1, VL2 et VL3) sont les plus
contaminées avec un taux de contamination de 95%, 91% et 100%. Alors que les variétés
(VL10 et VL11) présentent un taux de contamination de (75% et 73%) et en fin les variétés
(VL5, VL6, VL7 et VL8) ont montré un faible taux de contamination de 1’ordre de (16%,
27%, 20% et 12%).

De plus, les résultats ont montré des contaminations par les deux genres d’Aspergillus et
Pénicillium dans les variétés de la région de Ghardaia avec un pourcentage de (10% et 12%).
Au niveau des variétés de la région de Laghouat un taux de contamination de 9% a été noté

par Aspergillus.

I.2.1dentification et caractérisation de la flore fusarienne toxinogéne présente au niveau

des grains de mais

Afin de pouvoir développer des variétés résistantes a la fusariose et plus particulierement
a I’accumulation de TCTB et fumonisine, il est important de connaitre les relations qui
existent entre les especes présentes dans les grains de malis et le potentiel toxinogéne de
chaque espéce. De nombreux travaux ont eté publiés sur céreales (pour revue voir Niessen et

al., 2007). De trés bonnes corrélations ont été décrites sur blé entre les teneurs en DON et les
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quantités d’ADN de F. graminearum et F. culmorum, mais peu de données sont disponibles
concernant le mais. Au cours de ce premier axe de mémoire, NOus NOUs sommes intéressés a

apprécier le taux de contamination des grains de mais par I’ensemble des producteurs de

TCTB, de ZEA et de fumonisines.

Les identifications morphologiques basées sur les critéres culturaux (la coloration du
mycélium, la présence ou l’absence de pigment dans le milieu ainsi que sa couleur) et
microscopiques (la présence ou absence des microconidies présence des cellules conidiogénes
annelidiques, la forme et la taille des conidies), établis par Leslie et al. (2006) ; Ismail et al.
(2015) et par Samuel et Hallet. (1983) ; ont permis de confirmer I’appartenance de nos isolats

au genre Fusarium.

Les colonies obtenues de Fusarium présentent le plus souvent un mycélium peu abondant
blanc rosé ou rose jaune le verso est rouge carmin ou blanc jaune, la texture du thalle est du
veteuse. L’identification morphologique a permis de montrer I’implication de 11 especes a
savoir : F. graminurum, F.culmorum F.nygami F.psedonygami, F.equiste, F.verticilloide, F.thapsinum,

F.acumtinatum, F.subglutinas, F.laterritum, F.avenaccum (Figure 22,23,24,25).

Le diagramme circulaire montre les pourcentages de chaque espéce de Fusarium ou nous
observons que le Fusarium graminurum est le plus dominant par rapport aux autres especes et

qui se focalise principalement dans les variétés importées de la France.

Les résultats de nos isolements ont révélé qu’en Algérie F. graminearum est 1’espéce

prédominante représentant une densité de 28, 36 % des especes isolées.

L’espece F. F.nygami était la deuxiéme espéce par ordre d’importance avec une densité

d’isolement de 18%.

La présence de F.culmorum . F.thapsinum. F.verticilloide. Avec des densités entre 9% et
10,64 % Ont été notée suivie par les espéces de F.avenaccum. .F.pseudonygami . F. equiseti

F.subglutinas. F F.laterritum . F.acumtinatum . Avec des fréquences relativement faibles

Entre 7,09 et 1,41% (Tableau 9) et (Figure 20).
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Tableau 9. La Fréquence et la densité des isolements des especes de Fusarium spp. a partie des grains

infestés chez le mais.

Culture Espéce Densité % Fréguence
F.graminurum 28,36 04
F.nygami 18 0,26
F.verticilloide 9 0,12
F.pseudonygami 6 0,09
Mais F.thapsinum 9,21 0,13
F.acumtinatum 1,41 0,02
F.subglutinas 2,84 0,04
F.laterritum 2,13 0,03
F.avenaccum 7,09 0,1
F.culmorum 10,64 0,15
F. equiseti 5 0,07
DENSITE %
F. equiseti
F.culmorum

F.graminurum
F.avenaccum

F.laterritum

F.subglutinas
F.acumtinatum

F.thapsinum
F.nygami

F.verticilloide

Figure 21. La diversité des espéces de Fusarium spp dans le mais.
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Nous avons remarque aussi, que ces taux de contamination se diversifient selon la région
géographique. En effet, nous avons noté un taux de contamination par Fusarium spp. >50%
pour les 3/7 variétés du mais de la région de Laghouat, suivis par les variétés Frangaises et
celles de Ghardaia qui ont présenté respectivement des pourcentages de >30% a <50% sur les
¥, variétes et entre >30% a <50% et >50%. Les taux de contaminations les plus faibles ont été
observés chez les variétés des régions d’Adrar et de Méniéa avec un pourcentage

respectivement de 15% >a <30% (Tableau 9).

Tableau 10. Taux de contamination par le genre de Fusarium isolé a partir des échantillons de mais selon la

région de récolte

Région Année de Nbr de >0% a <15% | 15% >a >30% a >50%
géographique | récolte variétés <30% <50%

Laghouat 2017-2019 7 2 1 1 3
Ghardara 2018-2019 3 1 1 1
Méniéa 2019 1 1
Adrar 2019 2 2
France 2017-2019 4 1 3
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Figure 22. Aspect morphologique et microscopique des especes de Fusarium graminurum ; F.

accutatum et Fusarium equiseti isolés a partir des grains de Mais (G x 40) :

(1,2) Recto et verso de la colonie de F. graminurum myceélium abondant, aérien, blanc a
jaune, parfois rosé ; (3) Macroconidies de F. graminearum Schwabe en forme de faucille, la
forme de la cellule basale distinctement pédiforme et la cellule apicale est en forme de bec, la

taille relative moyenne grande.

(4,5) Recto et verso de la colonie de F. accutatum, le mycélium est blanc a blanc rosé avec
des pigments orange clair dans la gélose, (6) Macroconidie x Sporodochie : Peu fréquent et

lent a se former, nécessitant généralement 10 a 21 jours de traitement par CLA.

(7,8) Recto et verso de la colonie de Fusarium equiseti, mycélium abondant qui est
initialement blanc, mais devient brun avec I'age. Leslie et al. (2006) ; Ismail et al. (2015)
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Figure 23. Aspect morphologique et microscopique (G x 40) des colonies de la mycoflore
interne isolées a partir des grains de Mais : (9,10,11,12 ,14,15) Recto et verso de la colonie de
F. verticillioides Initialement cultures ont mycélium blanc mais peuvent développer des
pigments violets avec I'dge. Pigmentation dans I'agar varie, allant de pas de pigmentation ou
orange grisatre a gris violet, violet foncé ou magenta foncé (presque noire) dans d'autres ;(13)
les Microconidies porte une forme Ovale a forme avec une base aplatie. Leslie et al. (2006) ;
Ismail et al. (2015)
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Figure 24. Aspect morphologique et microscopique (G x 40) des colonies de la

mycoflore interne isolées a partir des grains de Mais :

(16,17) Recto et verso de la colonie de F. culmorum, pousse rapidement, produisant des
sporodochies abondantes dans une grande masse de spores centrale (1 a 2 cm de diametre),
initialement orange pale mais qui devient brune a brun foncé avec I’age, (18), les macroconidies
sont fusiformes, courbées et septées. Les conidies sont globuleuses, brunatres, lisses ou

verruqueuses (9-14um de diamétre).

(19,20) Recto et verso de colonie F. pseudonygamai, mycélium aérien de couleur blanc cassé
abondant. Produit des pigments orange a violets dans la gélose et est souvent trés pigmenté au
centre de la colonie ;(21) Macroconidies x sporodochies: généralement peu observée
.Microconidies x Forme / cloisonnement: Petite, ovale ou en forme de club. Habituellement O-
cloisonné, mais parfois 1-cloisonné.

(22) Recto de colonie Fusarium proliferatum, le mycélium aérien abondant est initialement

.

blanc mais peut devenir violet-violet avec I'age. Leslie et al. (2006) ; Ismail et al. (2015).
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Figure 25. Aspect morphologique et microscopique (G x 40) des colonies de la mycoflore
interne isolées a partir des grains de Mais : (23,24,25,26) Recto et verso de la colonie de F.
subglutinans, le myceélienne abondante est généralement blanche mais devient violette a mesure
que la culture vieillit, la pigmentation va de 1’incolore a un violet foncé presque noir, la plupart
des cultures produisant une nuance de pigment violet des sclérotes bleu-noir peuvent se

développer dans certains isolats.

(27,28) Recto et verso de la colonie de F.semictitum , mycélium aérien dense abondante qui est
initialement hors blanc et devient beige ou brun avec I'age. Marron, les des pigments peuvent

également étre produits dans I'agar.

(29,30) Fusarium nygamai. Recto et verso de la colonie le mycélium est initialement blanc
devenant violet avec I'age, avec des pigments violets produits dans la gélose. Leslie et al. (2006)
; Ismail et al. (2015).
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I.3.Discussion:
L’identification morphologique des especes fongiques isolées des grains de mais

A été basée sur différents critéres morphologiques proposés par Leslie et al. (2006) ; Ismail
et al. (2015) et par Samuel et Hallet. (1983). Une collection de 141 isolats du genre Fusarium a été

purifiée et exploitée pour I’identification.

L’identification morphologique a permis de montrer I’implication de 11 espéces de
Fusarium spp. A savoirs F. graminurum, F.culmorum F.nygami F.psedonygami, F.equiste,

F.verticilloide, F.thapsinum, F.acumtinatum, F.subglutinas, F.laterritum, F.avenaccum.

Les especes de Fusarium spp. Ont été retrouveés sur tous les échantillons étudiés, ce qui
confirme des résultats obtenus précédemment en Algérie (Khoweild, 2016). Ces résultats sont
aussi en accord avec ceux classiquement obtenus dans les pays dunord de I’Europe comme le
nord de la France, I’ Allemagne, la Norvege, la Belgique, la Pologne ou les Pays-Bas (Isebaert
et al., 2005 ; Krysinska-Traczyk et al., 2007 ; Shothorst et al., 2004 ; Schollenberger et al.,
2006).

L’identification morphologique des especes isolées a partir des grains de mais ont montré

que le Fusarium graminurum est I’espéce la plus fréquente.

Cette observation est en accord avec les études de Ponts. (2010) qui montrent F.
graminearum est 1’espéce pathogeéne principale responsable de la fusariose de 1’épi de type
GER du mais. F. graminearum est aussi I’espéce fusarienne principalement incriminée dans la

production de mycotoxines de type TCTB.

D’apres les résultats de I’analyse des semences de mais, la variété VL3 de Laghouat porte
un taux de contamination de mycoflore interne et externe élevés avec de pourcentage de 100%.
Les résultats de la recherche des Fusarium spp au niveau des grains de mais récoltés de
différents étages bioclimatiques en Algérie et ceux récoltés en France montrent que ces
derniers sont les plus contaminés par apport les variétés locales, en effet les facteurs climatiques
sont connus comme déterminant pour la manifestation de la fusariose de 1’épi (Langseth et
al.,1995). D’apres Francl et al. (1999), I’humidité relative détermine la sévérité et I’inoculum.
Les variétés cultivées dans la région de Ghardaia sont originaires du Brésil et principalement
utilisées comme nourriture d’élevages d’origine, les deux variétés de ces régions (France,

Ghardaia) sont les plus contaminées.
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Pour une utilisation sur des échantillons de mais, seules deux études sont disponibles, I’une
s’intéressant a des échantillons Danois (Nicolaisen et al., 2009) et 1’autre Sud-Africain
(Waalwijk et al., 2008), deux territoires géographiques éloignés du territoire Algériens et dont

les conditions climatiques induisent certainement des populations fusariennes trés différentes.
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CONCLUSION

Le mais est une céréale cultivée pour son grain et utilisée dans I’alimentation humaine et
animale. Comme les autres céreales, elle est la plus exposée a la contamination fongique. Le
développement fongique sur ces substrats peut avoir plusieurs conséquences telles que
I’altération des grains de mais, diminution des qualités nutritives et apparition des maladies ou

encore accumulation de composés toxiques (mycotoxine).

Nos résultats ont effectivement mis en évidence la contamination des grains de mais
algériens par les espéces de Fuasrium spp. ; les mémes résultats ont été trouvés pour les variétés

importées.

L’identification morphologique a permis de montrer I’implication de 11 especes a savoirs
F.graminurum, F.culmorum F.nygami F.psedonygami, F.equiste, F.verticilloide, F.thapsinum,

F.acumtinatum, F.subglutinas, F.laterritum, F.avenaccum .

De plus, les résultats des isolements réalisés ont montré que F. graminearum est 1’espéce

prédominante observée en Algérie sur le mais.

Toutefois, il est nécessaire de confirmer [’identification morphologique par une
identification moléculaire ou la distinction reste trés difficile et limitée parfois impossible sur
le plan morphologique et microscopique dans le but d‘établir une meilleure gestion de la

maladie.

La connaissance des espéeces de Fusarium majoritaires existées dans les céréales permet de
mieux appréhender le risque sanitaire constitué par les mycotoxines que ce champignon produit
et de mettre en place des moyens de lutte adaptés en prenant en compte des facteurs tels que le

climat.

En effet, il est clair que 1'équilibre d’espéces peut étre selon les années. Ainsi le
développement de la fusariose de I’épi du mais devrait étre évalué régulierement dans toutes
les régions céréaliéres en Algérie ou les conditions climatiques peuvent étre favorables a son

développement et surtout pour les champs irrigues sous pivot.

Il serait intéressant de faire une caractérisation du potentiel toxinogénes des isolats de
Fusarium spp. Pour montrer la capacité des isolats algériens de Fusarium spp. A produire des

toxines et aussi identifier le chémotype des isolats.
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En principe, la deuxieme partie de ce travail devait portée sur la caractérisation du potentiel
toxinogéne des Fusarium spp. Par HPLC (Chromatographie Liquide Haute Performance). Mais

nos manipulations au laboratoire ont été rompue a cause du confinement

Imposé par 1’état suite a la propagation du Covid-19. Malheureusement nous ne sommes pas

arrivés a atteindre nos objectifs visés.

En perspectives, il est intéressant de pousser les études pour une connaissance globale des
différentes espéces Fusarium spp. Responsables de la contamination des grains de mais en
Algérie. 1l est nécessaire d’effectuer un échantillonnage plus large dans les principales régions
céréalieres du pays et dans les différents étages bioclimatiques, afin d’identifier les especes

existantes, leur pouvoir pathogene et leur fréquence selon les régions.

La disponibilit¢é d’une classification des cultivars de mais pour réduire les risques de

contamination par les mycotoxines.

Il est également recommandé de mettre en en place un systéme de contréle et de surveillance
de la contamination de mais par ces mycotoxines et aussi crée des nouvelles stratégies de

décontamination pour la lutte contre les mycotoxines.
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Annexes

Composition des différents milieux d’isolement et de culture
DCPA (Dichloran Chloramphenicol Peptone Agar)

Pour un litre de milieu :

* peptone bactériologique : 15,0 g

*K2HPO4:1,0 g

* MgS0O4.7H20: 0,5 g

* Chloramphénicol : 0,2 g

« dichloran (2-6-dichloro-4-nitroaniline) en solution alcoolique* : 1ml. [Nocif en cas

d’ingestion]
* crystal violet en solution aqueuse™*
e agar : 15,0 g » H20 distillée ou osmosée : 1000 ml

*:0.2 g de dichloran dans 100 ml d'éthanol ** : 50 mg de crystal violet dans 100 ml d'eau

distillée

PDA (Potato Dextrose Agar)
Pour un litre de milieu :
* PDA en poudre prét a I'emploi: 39 g

* H20 distillée : 1000 ml



