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Résumé

RESUME

Notre travail a pour objectif, dans un premier temps, 1’identification des especes
fongiques toxinogenes et particulierement celles responsables de la sécrétion du déoxynivalenol
sur les blés tendres et durs locaux et importés stockés dans la région de Béchar, et la recherche
du DON par CCM et Elisa quantitative. Et dans un second temps, trouver des solutions nous
permettant de lutter, voire prévenir la contamination des blés par Fusarium graminearum
Chemotype DON, notamment, par la lutte biologique en utilisant d’autres especes fongiques et
des bactéries lactiques autochtones des mémes biotopes.

Les résultats obtenus montrent que les blés analysés sont légerement acides voire acides
(5,41<pH>5,96) et tres peu hydratés (5,68<%TE>8,65) ; ainsi qu’ils abritent une flore fongique
tres abondante et diversifiée. Elles appartiennent aux genres: Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Alternaria, Cladosporium et Ulocladium. Le blé local est dominé par les especes
aspergillicres et pénicilliennes, pendant que le blé francais est dominé par les especes
fusariennes et pénicilliennes. De plus, nous avons enregistré de fortes quantités en DON sur le
blé importé (62,96% de BT et 55,56% de BD), dépassant jusqu’a huit fois les normes
européennes. Par ailleurs, la croissance mycélienne des isolats de F. graminearum dépend des
facteurs de I’environnement notamment, la température (5<20-25>30), le pH (2<7>11), I’Ay,
(entre 0.995 et 0.98) et la concentration en NaCl (corrélation négative), et également, des autres
especes fongiques qui sont en compétition avec un taux d’inhibition qui peut atteindre jusqu’a
98%. D’autre part, nous révélons que les bactéries lactiques isolées des mémes échantillons des
blés notamment, Lactococcus lactis, Pediococcus spp, Wesseilla confusa et Tetragenococcus
halophilus s’averent d’importants candidats pour la lutte biologiques vis-a-vis de F.
graminearum Chemotype DON. Ces especes ont inhibé totalement la croissance mycélienne
via des métabolites extracellulaires de nature gluco-péptidique et des phénols.

N

En guise de conclusion, nous pensons que cette étude ouvre la porte a plusieurs
perspectives de recherche dans le domaine de la sécurité sanitaire et de la lutte biologique.

Mots clés : Moisissures toxinogene, Blés, Fusarium graminearum, déoxynivalénol, lutte
biologique.
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Abstract

ABSTRACT

The aim of the present study was, on the one hand, the identification of toxigenic fungi
particularly, those responsible for the secretion of deoxynivalenol on local and imported wheat
(soft and durum wheat); on the other hand, quantify DON on wheat stored in Bechar province,
by CCM and quantitative Elisa. In the second part, find solutions that allow us to inhibit
moreover, to prevent fungal contamination and their associated toxins, by biological control
using other fungal species and/or autochthon lactic acid bacteria.

The results obtained show that samples of wheat are slightly acidic to acidic
(5,41<pH>5,96) and dehydrated (5,68<TH>8,65); and contain abundant and diverse fungal
flora. They belong to the genus of Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria,
Cladosporium and Ulocladium. Local wheat was dominated by Aspergillum and Penicillium
species; in comparison, French wheat was dominated by Fusarium and Penicillium species. In
addition, we recorded high quantity of DON content in imported wheat grains (62,96% for SW
and 55,56% for DW), exceeding European standards up to eight times. On otherwise, the
mycelial growth of isolates of F. graminearum depends on environmental factors in particular,
temperature (5<20-25>30), pH (2<7>11), Aw (between 0.995 and 0.98) and NaCl
concentration (positive correlation), and on other fungal species, which are in competition and
can stop the growth of F. graminearum with 98%. On the other hand, we reveal that lactic acid
bacteria including, Lactococcus lactis, Pediococcus spp, Wesseilla confusa and
Tetragenococcus halophilus can be as promising candidate for the biological control of F.
graminearum Chemotype DON. These species can stop totally the growth of the pathogen via
gluco-peptidic extracellular metabolites and phenols.

In conclusion, we consider that this study opens several research perspectives in the
domain of health security and biological control.

Key words: Toxinogenic molds, wheat, Fusarium graminearum, deoxynivalenol, biological
control.
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INTRODUCTION

L’ Algérie, de par les coutumes et les habitudes alimentaires de sa population, est
considérée comme étant un pays consommateur de céréales par excellence. Parmi ces
céréales, le blé est le plus consommé, que ce soit sous sa forme brute ou transformée en
couscous, pates, pains, Frik etc. (Riba et al., 2010). Bien que I’Etat algérien réserve en
moyenne, plus d’un million et demi d’hectares pour la culture de blé depuis 1961, 1’ Algérie
reste dépendante des importations, principalement, de France. Cette contrainte de se tourner
vers le marché extérieur s’explique par une forte demande du marché national et par une
faible production locale. La quantité massive importée et le stockage a long terme favorisent
la contamination fongique causant, par ce fait, la perte de la qualité du grain et de sa
salubrité. Chaque année, les céréales sont contaminées par les moisissures et leurs toxines
dans la plupart des pays du monde avec une fréquence et un niveau de concentration
variables ; ceci, en fonction des facteurs climatiques (Saint-Cyr, 2013). En effet, les
mycotoxines retiennent 1’attention dans le monde entier en raison des pertes économiques
importantes qu’elles font subir, surtout celles relatives aux grains en stockage, a leurs effets
sur la santé de I’homme et de I’animal et a leurs retombées négatives sur le commerce
national et international. Deux types de toxines existent : celles qui sont produites pendant le
stockage des grains et celles qui sont produites pendant la croissance des grains au champ
(avant la récolte). Le déoxynivalénol qui va étre étudié dans le présent travail de these, fait
partie de ce dernier groupe (Bottalico, 1998).

Le déoxynivalenol ou la vomitoxine appartient a la famille des trichothécenes type B
(Malachova et al., 2015 ; Chilaka et al., 2018 ; James et Zikankuba, 2018). Il peut
causer divers effets toxiques sur la santé humaine et animale, notamment 1’infertilité, effet
mutagene et cancérigene (Nelson et al., 1991 ; Thiel et al,, 1991 ; Shephard et al., 2005),
les diarrhées, vomissements, leukopénie et hémorragie (Foroud et Eudes, 2009), et
également I’hématotoxicité et la toxicité cutanée (Robbana-Barnat et al., 1989). Cette
toxine qui est la plus fréquemment retrouvée dans les céréales, est une fusariotoxine
biosynthétisée par Fusarium graminearum et F. culmorum.

F. graminearum Schwab est considéré comme étant le principal agent de la fusariose
des céréales dans le monde entier (Hornok, 2007 ; Yli-Mattila et al, 2009). De plus, cette
espece est, selon plusieurs auteurs, la plus fréquemment rencontrée notamment aux USA et
au Canada, en Australie, en Europe et en Chine (Chen et al., 1982 ; Burgess et al., 1987 ;
Gilbert et Tekauz, 2000 ; Tan et Niessen, 2003). En France, F. graminearum Chemotype
DON est I’espece la plus communément retrouvée sur les grains de blé causant
annuellement des pertes économiques et sanitaires dramatiques (Chehri et al., 2011 ; Korn
et al., 2011 ; Orlando et al., 2019). De plus, cet agent pathogene et DON peuvent persister
sur les grains durant de longues années de stockage (Zhang et al., 2007).
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Selon Champeil (2004), aucune production végétale n’échappe a priori aux risques
des contaminations fongiques & 1’étape de culture (nous nous intéressons ici aux céréales) :
risques provenant du sol et des parcelles avoisinantes et/ou des risques liés a 1’exposition
aux mycotoxines (Doré et al., 2002). En Algérie, seules les aflatoxines et les ochratoxines A
ont fait I’objet de larges études (Khalef et al., 1993 ; Riba et al., 2008, 2010). A contrario,
nous enregistrons peu d’études sur la fréquence de contamination de F. graminearum
Chemotype DON sur les blés consommés a I’échelle nationale ou encore sur les quantités en
DON pouvant étre quantifiées.

La présente these s’inscrit dans une premiere perspective: d’une part en
I’identification des especes fongiques toxinogénes tout en focalisant notre recherche
sur F. graminearum Chemotype DON, et d’autre part, en la recherche et la
quantification du déoxynivalenol dans les blés consommés a Béchar, par CCM et
ELISA quantitative.

Par ailleurs, une espece fongique vit et se développe, a I'instar des autres étres
vivants, dans un environnement complexe ou elle est dépendante de plusieurs facteurs
abiotiques (température, humidité, pH, etc.) et biotiques (moisissures, bactéries, levures,
etc.). En effet, il est connu que le climat est le principal facteur affectant le développement
des Fusarium sur le grain (Langseth et al., 1995). L’humidité détermine la sévérité et
I’intensité de la contamination ; les précipitations et les radiations, quant a elles, déterminent
le nombre de spores par épi (Francl, 1998). En résumé, le climat joue un rdle dans toutes
les étapes du développement du champignon (Andersen, 1948 ; Bai et al., 2001). De plus,
il contrdle la compétition entre les différentes especes fongiques et les différents genres,
ceci par le contrdle du taux de la croissance mycélienne de chaque souche (Andersen,
1948 ; Champeil et al., 2004) et de la quantité de la toxine produite (Sutton, 1982 ;
Chelkowski et al., 2000 ; Hooker et al., 2002).

Notre travail de thése s’inscrit, également, dans cette deuxiéme perspective : en
I’étude de Deffet des principaux facteurs de I’environnement, notamment la
température, le pH, ’Aw et le NaCl, mais aussi, la présence des autres especes
fongiques autochtones des mémes biotopes, sur le développement de F. graminearum
Chemotype DON.

Eu égard aux risques qu’encoure la population locale et nationale quant a la
consommation des grains de blés insalubres, nous nous sommes proposés d’essayer de
trouver une solution de lutte biologique vis-a-vis de F. graminearum Chemotype DON et de
la synthese du DON. Pour ce faire, nous nous sommes focalisés sur les bactéries lactiques
abritant les mémes échantillons que le pathogene. Le choix de ces microorganismes est dil a
leur statut GRAS (Generaly Regarded As Safe) et a leur potentiel probiotique. Ces deux
particularités les promettent a étre candidats potentiels pour le biocontrdle des moisissures.
Les bactéries lactiques sont capables de s’adapter a divers environnements extrémes
(Romeo et al., 2001).
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La derniere perspective de la présente these est: I'étude de Deffet anti-F.
graminearum et anti-DON des bactéries lactiques autochtones des grains de blé tout en
spécifiant la nature des métabolites extracellulaires de ces bactéries. Néanmoins, une
caractérisation morphologique, sanitaire, biochimique et technologique de ces bactéries
lactiques est jugée nécessaire et complémentaire.

Le présent travail a pour objet d’étude les blés tendres et durs consommés par la
population béchari. Ce travail, a la croisée des enjeux de la sécurité sanitaire des aliments et
ceux de la lutte biologique, a pour objectif la contribution a la connaissance et a
I’identification du patrimoine fongique des grains de blé¢ a Béchar d’une part, et d’autre part,
a trouver des solutions saines permettant de lutter contre les moisissures et leurs toxines
associées.

Trois hypotheses ont été proposées :

1. Hypothese 1 : la croissance mycélienne dépend des facteurs de I’environnement
ce qui influence la variabilité des especes fongiques des blés.

2. Hypothese 2 : les interactions fongiques pour le méme substrat, influencent le
développement d’une espece fongique par rapport a une autre, tout en ayant un
effet corrélatif positif, plutot négatif, ou encore neutre.

3. Hypothese 3 : les grains de blé abritent des microorganismes sains, notamment
des bactéries lactiques, capables de limiter, voire éliminer les moisissures et
leurs toxines associées.

Le premier chapitre de ce manuscrit est réservé a une synthese bibliographique qui
se présente en une chronologie logique des connaissances, tant en ce qui concerne la
contamination fongique des blés, notamment par les especes fusariennes (principalement F.
graminearum), leurs effets sur la santé publique et sur les cultures que sur le
déoxynivalenol : sa nature, ses effets néfastes et les moyens de luttes conventionnelles
utilisées. Il est également, exposé sous forme d’une synthese, les résultats des travaux
publiés récemment et auparavant sur les interactions fongiques et 1’effet antifongiques et
anti-mycotoxicologique des bactéries lactiques.

Le deuxiéme chapitre expose les objectifs de la these, le matériel utilisé pour la
réalisation des différentes analyses et détaille la méthodologie de recherche et la démarche
expérimentale mise en place afin de répondre aux hypotheses émises.

Dans un troisiéme chapitre, nous présentons les différents résultats obtenus au cours
de notre travail de recherche tout en les interprétant. Il sera représenté en deux parties
distingues : la premiere partie rapporte les résultats de I’identification et de la caractérisation
morphologiques, toxicologiques et physiologiques des moisissures des blés ; et la seconde
partie traite les résultats du biocontrdle des especes de F. graminearum, ceci en deux
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temps : étude des interactions fongiques et la prospection sur les bactéries lactiques a effets
anti- F. graminearum et anti-DON.

A la discussion des résultats obtenus, nous avons réservé le quatrieme chapitre.

Et enfin, nous terminons le présent travail par une conclusion et des
recommandations.
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Chapitre I Synthese Bibliographique

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Le genre Fusarium a été décrit véritablement pour la premiere fois en 1809 par
Link. Il inclue des champignons imparfaits ou anamorphes appartenant a la division des
Deutéromyceétes, a la classe des Hyphomycetes, a I’ordre des Tuberculariales et a la famille
des Tuberculariaceae, seule famille du présent ordre (Nelson et al., 1983 ; Jeunot, 2005).
Ces especes ont une reproduction asexuée qui se fait par le biais de conidies de formes et
d’organisation trés variées, et reconnues comme un aspect de classification (Siou 2013).
D’autres sont parfaits ou téléomorphes dont leur reproduction est sexuée. Ils appartiennent a
la division des Ascomycétes, a la sous division des Ascomycotina, a 1’ordre des
Hyphocreales, a la famille des Nectriaceae et aux genres Gibberella, Calonectria, Nectria
(Nelson et al., 1983 ; McGee, 1992) et Plectosphaerella (Pitt et Hocking, 2009). Pour
plusieurs especes fusariennes, le stade parfait n’est pas connu. Le genre Fusarium comprend
entre 40 et 70 especes, souvent, largement répandues.

La taxonomie du présent genre, a fait 1’objet de plusieurs essais de classification au
cours du précédent siecle (Nelson et al., 1994 ; Jeunot, 2005 ; Mercedes, 2012), d’ou
diverses clés d’identification ont été établies, en commencant par celle de Wollenweber et
Reiking en 1935 jusqu’a celle de Nelson, Toussoun et Marasas en 1983. La figure L.1 et le
tableau I.1 résumeront les principaux systemes de classification, les différentes sections et
especes des Fusaria. A 1’heure actuelle nous utilisons, principalement, une classification
dérivée de celle de Nelson et al. (1983) qui regroupe les especes fusariennes en 15 sections.
Ce classement a été amendé par Burgess et al. en 1994, puis par d'autres chercheurs grace a
I’utilisation des techniques de la biologie moléculaire (Leslie et Summerell, 2006 ;
Mercedes, 2012).

Wollenweber et Reiking (1935)
Allemagne — 65 especes

Gerlach et Nirenberg (1982)
Allemagne — 78 especes

Raillo (1950)
Russie — 55 especes

Gordon (1952)
Canada — 26 especes

Snyder et Hansen (1940)
Etats Unis — 9 especes

Bilai (1955)
Russie — 26 especes

Booth (1971)
Angleterre — 44 especes

Messiaen et Cassini (1968)
France — 6 especes

Joffe (1974)
Israél — 33 especes

Matuo (1972)

Nelson, Toussoun et Marasas (1983) .
' Japon — 10 especes

Etat Unis — 30 especes

Figure I.1 : Les principaux systemes taxinomiques des Fusaria (Nelson, 1991 ; Jeunot,
2005 ; Leslie et Summerell, 2006).
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Tableau 1.1 : Les différentes sections et especes des Fusaria selon les principaux systemes

taxonomiques (Jeunot, 2005)

Section de Especes de Especes de Messiaen et Systeme de Nelson et al. (1983)
Wollenweber et Snyder et Cassini (1968) Secti S
ections Especes
Reiking (1935) Hansen (1940)
Submicrocera
Pseudomicrocera
Macroconia F. epispaeria var gigas
Eupionnotes F. epispaeria F. epispaeria Eupionnotes F. aquaeductuum
F. epispaeria var dimerum F. merismoides
F. dimerum
Spicarioides F. rigidiscula F. rigidisculum Spicarioides F. decemcellular
Arachnites F. nivale F. nivale Arachnites F. nivale®™ M. nivale
Sporotrichiella F. tricinctum F. tricinctum Sporotrichiella F. tricinctum
F. poae
F. sporotrichioides
F. chlamydosporum
Roseum F. roseum var avenaceum Roseum F. avenaceum (dont F.
F. roseum arthrosporioides arthrosporiodes)
F. graminum
Arthrosporiella Arthrosporiella || F. semitectum
F. camptoceras
Gibbosum F. roseum var gibbosum Gibbosum F. equiseti
F. acuminatum
F. roseum F. longipes
Discolor F. roseum var sambucinum Discolor F. heterosporum
F. roseum var graminearum F. retuclatum
F. roseum var culmorum F. sambucinum
F. graminearum
F. culmorum
F. crookwellense
Lateritium F. lateritium F. lateritium Lateritium F. lateritium
F. udum
Liseola F. moniliforme F. moniliforme
F. moniliforme F. moniliforme var | Liseola F. proliferatum
subglutinans F. subglutinans
F. anthophilum
Elegans F. oxysporum F. oxysporum Elegans F. oxysporum
Martiella F. solani F. solani Marteilla F. solani
Ventricosum Ventricosum

Les Fusarium sont des phytopathogenes redoutables et fortement cellulosiques qui
s’implantent sur le grain avant la récolte (Breton, 1989 irn Larpent, 1990 ; Godon et
Loisel, 1997). Ces champignons contaminent plusieurs cultures, notamment, les céréales,
les arbres fruitiers et les cultures maraichéres en provoquant, ainsi, des maladies nommées
« fusarioses » (Imathiu et al., 2014). En effet, ils causent, généralement, la pourriture des
racines, des tiges et des fruits, la dégradation du systeme vasculaire (Trenholm et al.,
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1988 ; Belyagoubi, 2006), des pertes en rendement (diminution du poids de 1000 grains,
réduction du nombre de grains par épis et du poids des épis), et alterent la qualité
organoleptique et sanitaire des grains (Leplat, 2012). C’est une maladie tres répandue dans
le monde entier, principalement en zones humides (Schachermayr et Fried, 2000). La
fusariose comme son nom I’indique est, donc, une maladie causée par les especes du genre
Fusarium principalement Fusarium avenaceum, F. graminearum, F. culmorum, F.
oxysporum, et d’autres qualifiées d’especes secondaires car elles s’aveérent moins
pathogenes ; il s’agit de F. tricinctum, F. acuminatum, F. moniliforme, F. poae, F.
langsethiae, F. arthrosporioides, F. sporotrichioides, F. equiseti et F. crookwellense
(Jeunot, 2005 ; Xu et Nicholson, 2009 ; Kermiche, 2013).

La fusariose de I’épi a été décrite pour la premiere fois par W.G. Smith en 1884 qui
I’a nommé « Gale du blé » ou « Wheat scab » terme modifié en 1920 par Atanasoff en
« maladie de Fusarium » ou « Fusarium blight », puis par Douin en 1926 en « fusariose »
(Siou, 2013). Cette maladie a la capacité de détruire une récolte potentiellement a haut
rendement a quelques semaines de la récolte. Elle a été considérée comme une menace
majeure pour le blé et I’orge au début du XX° siecle. La fusariose a augmenté dans le monde
et les flambées récentes ont été signalées en Asie, au Canada, en Europe et en Amérique du
Sud. Aux Etats-Unis, la fusariose a atteint des niveaux épidémiques durant plusieurs années
au cours de la derniere décennie, causant des pertes en rendement et des réductions de prix
résultant de la diminution de la qualité des semences (Turkington et al., 2016).

Les Fusarium survivent habituellement comme des saprophytes sur les débris
végétaux et/ou dans le sol sous forme de spores en latence (chlamydospores). Pendant la
nouvelle saison de la végétation des céréales et lorsque les conditions deviennent favorables,
ces spores atteignent les épis et causent I'infection de ces derniers (Parry et al., 1995 ;
Louzon et Rioeux, 2007). La période critique pour I'infection des épis débute au stade de
I’épiaison pour s’étendre en quelques jours. Notons que la pluie et I’humidité associées a la
chaleur jouent un rdle trés important et ont un impact sur le taux et la sévérité de I’infection
(Jeunot, 2005). En effet, les chlamydospores et/ou les ascospores sont principalement
dispersées par temps de pluie et entrainées par le vent ou par les insectes dans les pays
chauds, sur les plantes de céréales et leurs épis (Horberg, 2002 ; Bouneghou, 2010).
Généralement, les ascospores semblent étre les éléments contaminants les plus prolifiques
dans la fusariose des épis, ce qui explique que la fusariose causée par F. graminearum
Schwabe est la plus virulente parmi les fusarioses des épis. De plus, les insectes et/ou leurs
larves causent des dommages sur l'enveloppe des grains et favorisent ainsi, la pénétration de
l'inoculum a l'intérieur de la graine, ce qui prédispose celle-ci a une infection par des
champignons avant que 1'épi ne se forme (Widstrom, 1992). Une fois que les inoculi sont
entrainées vers les épis et que les facteurs de ’environnement le permettent, nous
assisterons a la propagation générale de la maladie.

L’infection chez le blé a lieu pendant une trés courte période, principalement, au
moment de la sortie des étamines, mais le risque d’infection est toutefois important et les
conséquences de la maladie sont graves surtout sur le rendement en grains (Louzon et
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Rioeux, 2007). Cependant, si l'infection se produit plus tard, lorsque les grains sont formés,
le rendement en grains sera peu affecté, mais le niveau de toxines peut étre élevé et le
criblage ne permet pas d’éliminer les grains infectés tardivement. Dans ce sens, des études
ont été réalisées depuis de longues années dans le but de connaitre le site principal de la
contamination des céréales par les Fusarium.

Arthur en 1891 était le premier a affirmer que la fusariose des épis était une
infection de la fleur en supposant que les spores disséminées par le vent se logent dans les
parties internes des fleurs (Jeunot, 2005). Cette hypothese fut confirmée plus tard en 1920
par Atanasoff qui inocula des épis de blé a divers stades de développements et démontra
que la maladie était plus sévere quand I'inoculation se faisait durant le stade de la floraison.
Cette hypothese fut appuyée une année apres par Dickson et son équipe qui affirmerent que
l'infection du blé par F. avenaceum et F. culmorum était plus sévere lorsque l'inoculation se
faisait durant la floraison. Ils remarquérent, également, que l'infection initiale se faisait via
les antheres libres, ce qui laisse supposer que ces dernieres sont le site initial de 1'infection.
D’autres études viennent confirmer cette hypothese, il s’agit de celles réalisées par Pugh et
al. en 1933, par Mackay et Loughmane en 1945, par Andersen en 1948, par Strange et
Smith en 1971 et plus tard par Miller et al. en 2004 qui ont observé que F. graminearum se
développe d’abord sur les antheres et le pollen, progressent vers les ovaires, puis colonise la
lemma et la palea. Cependant des chercheurs ont émis une seconde hypothese a ce sujet et
laissent supposer que le siege principal de I’infection sont les glumes et non pas les
antheres ; mais cette hypothese fut infirmée (Jeunot, 2005). La figure 1.2 illustre le cycle de
développement des especes fusariennes sur une céréale.
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Figure 1.2 : Cycle biologique des Fusarium sur céréale (Parry et al., 1995).
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La fusariose peut se manifester durant tous les stades de la croissance d’une
céréale et peut toucher tous ses organes : a la levée, des ou durant la montaison, sur le col de
I'épi, sur 1'épi et sur les grains. Chez le blé, la sensibilité a la fusariose atteint un sommet
pendant la floraison puis diminue & mesure que le grain mirit (Symons et al., 2002). Les
blés durs s’averent plus sensibles a la fusariose que les blés communs. Si elle survient tot
dans la saison, la fusariose provoque 1’apparition de fleurs stérile et souvent des grains
ratatinés de couleur blanc craie. Bon nombre de ces grains légers et ratatinés tombent au sol
pendant la moisson, mais certains peuvent demeurer parmi les grains récoltés et sont alors
appelés « grains fusariés » (Symons et al., 2002).

Les 1ésions causées par les Fusarium apparaissent souvent a la base de la tige, dans
la gaine des feuilles que les racines coronales déchirent lors de leur sortie. Cette infection
peut, ensuite, s’étendre a la gaine de la feuille : une propagation qui se manifeste par la
présence de longues stries brunes a la base de la tige (Andreas et al., 2008). Le symptome
le plus fréquent est la coloration brune foncée des nceuds inférieurs. Sur les plants les plus
anciens, ’infection peut générer un véritable pourridié, la base de la tige devient alors brune
et pourrie, ce qui entraine une verse et la formation d’épis argentés. Ce symptome est moins
fréquent méme s’il peut étre observé lors des périodes de grande sécheresse. Lorsque les
épis sont infectés aux premiers stades de la floraison, nous constatons souvent un
blanchiment de tout ou d’une partie de 1’épi ce qui n’est pas observé quand 1’infection est
tardive (Martin, 2004). La phase de blanchiment des épis de cette maladie du blé peut
provoquer une perte de rendement, mais la principale préoccupation est la production
potentielle de mycotoxines dans les grains. La maladie se développe et se propage parfois
tres rapidement et peut affecter la totalité de 1'épi et sa coloration devient rose a orange
saumoné avec l’apparition de petits organes de fructification noirs produits par le
champignon.

Mis a part les dommages causés aux récoltes et aux rendements, les Fusarium sont
connus pour leur aptitude a synthétiser plusieurs types de toxines propres a chacune d’entre
elles et sont ainsi impliquées dans des intoxications chez les animaux d’élevage et les
hommes (Tabuc, 2007 ; Xu et Nicholson, 2009 ; Siou, 2013). Qualitativement et
quantitativement, ces mycotoxines varient selon la souche fusarienne présente sur les plants
(Tableau I.2). Les fusariotoxines peuvent étre produites avant la récolte dans les épis et
donc, étre retrouvées dans les grains pendant le transport et le stockage des céréales (Parry
et al., 1995). Elles diffusent dans le substrat qu'elles contaminent méme apres la destruction
du champignon responsable de leur production. Peu labiles, elles sont souvent actives a tres
faibles doses, thermostables dans le temps et résistantes aux traitements biologiques et aux
processus de transformation. Ainsi, une fois présentes dans le grain, elles persistent tout au
long de la chaine alimentaire (Schaafsma et al., 2001).
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Tableau 1.2 : Exemples des Fusarium producteurs de mycotoxines (Tabuc, 2007).

Especes de Fusarium Mycotoxines produites
F. acuminatum Moniliformine, trichothécenes type A
F. anthophilum Moniliformine
F. avenaceum Fusarine C, moniliformines
F. chlamydosporum Moniliformine
F. cerealis (sin. crookwellense) Culmorine, fusarine C, trichothécenes type B
F. culmorum Culmorine, fusarine C, trichothéceénes type B, zéaralénone
F. graminearum Trichothécenes type B, zéaralénone
F. oxysporum Acide fusarique, moniliformines, oxysporine
F. pallidoroseum (sin. semitectum) Moniliformine, zéaralénone
F. poae (sin. tricinctum) Fusarine C, trichothécenes type A
F. proliferatum Moniliformine
F. sacchari Moniliformine
F. sambucinum Fusarine C, trichothécenes type A
F. solani Acide fusarique, naftoquinone
F. sporotrichoides Fusarine C, trichothécenes type A, zéaralénone
F. verticillioides (sin. moniliforme) Fumonisines, fusarine C, gibberelines, moniliformines,
naftoquinone

Le pouvoir pathogene des especes fusariennes chez ’homme et les animaux est
varié. Certaines especes sont a 1’origine de kératites et d’endophtalmies ; d’autres especes
notamment, F. solani et F. moniliforme sont impliquées dans des infections systémiques
(Guarro et Gene, 1992). F. verticillioides peut étre un agent de fusarioses disséminées chez
les patients infectés par le HIV (Duran et al., 1989). F. oxysporum est un agent d’onyxis, de
kératites, d’endophtalmies, de péritonites et d’infections disséminées chez les patients
atteints d’hemopathie maligne (Thomas et Geraldine, 1992). F. solani est ’espece la plus
commune impliquée dans les fusarioses rencontrées chez les patients diabétiques et des
ulceres cornéens (Del Palacio et al., 1985 ; Gari-Toussaint et al., 1997). En outre, ils ont
un intérét vétérinaire important par la production de zéaralénone qui est un anabolisant et un
stimulant de la croissance animale associé a un effet contraceptif. Cependant et malgré tous
ces risques pour la santé humaine, la production de métabolites par un organisme a un
avantage probable pour lui car c’est une arme qu’il utilise pour survivre dans son
environnement, tant pour se protéger contre les évenements négatifs de cet environnement
que pour assurer sa nutrition (Fox et Howlett, 2008).

La principale caractéristique morphologique des Fusarium est la présence de macro-
conidies en forme fusiforme et cloisonnée, d’ou le nom latin « fusus» qui signifie fuseau
(Tabuc, 2007). Leur thalle est a croissance, habituellement, rapide et de couleur variée
selon les especes : blanc a créme, jaune brunatre, rose, rouge, violet ou lilas (Jeunot, 2005 ;
Pitt et Hocking, 2009). Le revers peut étre créme, rouge a pourpre, lilas ou violet. Les
pigments diffusent souvent dans la gélose (Botton et al., 1990 ; Chermette et Bussieras,
1993 ; Jeunot, 2005 ; Leslie et Summerell, 2006 ; Pitt et Hocking, 2009). Les
conidiophores parfois treés ramifiés forment sur le thalle des coussinets (sporodochies) et
portent des masses de spores d'aspects graisseux. Les phialides sont plus ou moins allongées
et peuvent produire deux types de conidies (Roquebert, 1998) :
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+ des macro-conidies fusiformes, souvent courbées, pluri-septées (3 a 7), a cloisons
uniquement transversales, avec une cellule basale pédicellée formant une sorte de
talon plus ou moins visible (Figure 1.3) ; et/ou

+ des micro-conidies (Figure I.4), généralement, septées (0 a 2), piriformes,
fusiformes, cylindriques ou ovoides ou encore en forme de rein (Botton et al, 1990 ;
Jeunot, 2005 ; Leslie et Sumerrell, 2006); isolées, solitaires ou groupées,
disposées en verticilles ou plus rarement en chainettes (F. verticillioides) ou encore
en fausses tétes.

Quelques especes fusariennes produisent les deux types de conidies et d’autres ne
forment que des macro-conidies (Botton et al, 1990 ; Jeunot, 2005), ou principalement des
micro-conidies. Les phialides, plus ou moins allongées présentent, le plus souvent, un site
de bourgeonnement unique (monophialide) situé a I’extrémité d’un col allongé (ex. F.
solani) ou court et trapu (ex. F. oxysporum), ou présentent plusieurs sites de
bourgeonnement (polyphialides) comme c’est le cas de F. proliferatum (Tabuc, 2007). Les
chlamydospores (Figure L.5), peuvent étre présentes comme absentes, terminales comme
intercalaires (Roquebert, 1998), et différenciées soit par le mycélium ou par les conidies
(Pitt et Hocking, 2009 ; Botton et al, 1990 ; Chermette et Bussieras, 1993 ; Jeunot,
2005).

Figure 1.3 : Macroconidies. (A, B, C, et D) représentent les différentes formes des macroconidies ; (E,
F, G et H) différentes cellules apicales et (I, J, K et L) différentes cellules basales (Leslie et Summerell,
2006).
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Figure 1.4 : Différents types de micro-conidies des especes fusariennes. (M) ovale ;
(N) ovale a 2 cellules ; (O) ovale a 2 cellules ; (P) reniforme ; (Q) ovoide avec une base tronquée ; (R)

pyriforme ; (S) napiforme ; (T) globuleuse (Leslie et Summerell, 2006).

Figure L.5 : Différents types et dispositions des chlamydospores. (A-B) verruqueux et singuliers
(F. solani) ; (C-D) cluster (F. compactum) ; (E) verruqueux en chaine (F. compactum) ; (F) a paroi lisse en
paire (F solani) ; (G) singuliers et verruqueux (F scirpi) ; (H) verruqueux en paire (F. compactum) ; (I) en
cluster a paroi lisse (F scirpi) ; (J-L) verruqueux en chaine (F. compactum) ; (K) verruqueux en chaine (F

scirpi) (Leslie et Summerell, 2006).

Au méme titre que les autres genres fongiques, les Fusarium poussent sur milieu
Sabouraud (Chermette et Bussieras, 1993), mais se développent mieux sur gélose au malt
(MA) et sur milieu Potato Dextrose Agar (PDA). Pitt et Hocking (2009) affirment que
d’autres milieux sont utilisés pour I’isolement et [’identification des Fusaria, en
I’occurrence, le milieu Dichloran Chloramphénicol Peptone Agar (DCPA) utilisé pour la
premiere fois par Andrews et Pitt en 1986 pour isoler les especes fusariennes a partir des
grains et d’autres substrats. Ce milieu a été développé a partir du milieu Nash-Snyder (Nash
et Snyder, 1962) utilisé pour I’énumération des Fusarium a partir du sol (Pitt et Hocking,
2009). Le milieu DCPA favorise la croissance et le développement des especes fusariennes
par rapport a d’autres especes fongiques qualifiées d’avoir une vitesse de croissance
importante comme les Aspergillus tout en réduisant le diametre de leur colonie ce qui nous
permettra d’avoir des colonies bien distinctes et aussi, inhiber la croissance de Rhizopus et
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celle des Mucor a cause de I’association des deux antibiotiques: le dichloran et le
chloramphénicol (Leslie et Summerell, 2006 ; Pitt et Hocking, 2009 ).

Le milieu Synthetischer Nahrstoffarmer Agar (SNA) utilisé pour 1’identification
microscopique des différentes especes fusariennes est un milieu pauvre en éléments nutritifs
et permet une bonne fructification des conidies ce qui nous permettra d’observer les nappes
de conidies, I’aspect des macros et des micro-conidies (cloisons, cellule basale et apicale,
dimension etc.), I’abondance relative des micro-conidies dans le mycélium aérien, les
chlamydospores etc. La figure 1.6 illustre 1’aspect microscopique de quelques espéces
fusariennes

La classification des champignons est historiquement basée sur de nombreux
caracteres morphologiques et biologiques observables. L’identification des champignons
filamenteux est alors effectuée par la comparaison d’un grand nombre de criteres (Guarro
et al, 1999). Dans le cas des Fusarium, I’examen des macro-conidies permet d’identifier
rapidement le genre et en fonction de la forme et de la septation, donner une indication
quant a I’espece. Cependant, étant donné que ces microorganismes montrent rarement tous
les aspects morphologiques nécessaires a leur identification, il est nécessaire de les cultiver.
La culture des moisissures inconnues sur les différents milieux de culture sert a induire des
phénotypes recherchés (Hsu et al., 2003). Outre le temps considérable de culture apres
I’isolement du champignon, de telles méthodes d’identification requierent 1’ceil d’un expert
pour les observations microscopiques ainsi qu’une expérience conséquente.

Des méthodes d’analyse biochimiques peuvent également apporter des informations
sur le champignon. La détermination du contenu en acide gras, de la composition de la paroi
cellulaire, de la composition en protéines ou encore des métabolites secondaires font partie
des criteres étudiés (Hsu et al., 2003).

Depuis des dizaines d’années, des méthodes d’identification basées sur des
techniques de biologie moléculaire ont fait leurs preuves et se sont imposées par leur
fiabilité. Ces techniques sont majoritairement basées sur ’ADN (Del Mar Jimenez-Gasco
et Jimenez-Diaz 2003). L amplification par PCR de régions spécifiques est une méthode
puissante pour I’analyse ciblée d’'un type de champignon. Le polymorphisme
d’amplification d’ADN aléatoire (Random Amplified Polymorphic DNA ou RAPD) est une
méthode basée sur I’amplification a ’aide d’amorces dégénérées des cibles aléatoires
(Hadrys et al., 1992). Le profil de bandes obtenu peut étre caractéristique et permet de
distinguer une espece fongique par rapport a une autre mais aussi les différentes souches de
la méme espece.

Les méthodes basées sur I’analyse du polymorphisme de taille, de fragments, de
restriction (Restriction Length Fragment Polymorphism [RFLP]) et la combinaison PCR et
RFLP : analyse du polymorphisme de fragments amplifiés (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequences : CAPS) sont, également, des méthodes robustes pour [I’identification
moléculaire des moisissures (Kamiya et al.,, 2004). Ces méthodes reposent sur des
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séquences cibles spécifiques. Parmi les cibles classiquement utilisées pour I’identification,
nous retrouvons I’ADN ribosomique (ADNr), ’ADN mitochondrial et parfois des
séquences répétées de types microsatellites. Pour I’identification des champignons
filamenteux, la cible prépondérante est I’ ADNr (Guarro et al., 1999).
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Figure 1.6 : Caractéristiques des spores de quelques especes de Fusarium (Tivoli, 1988)
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D’autres techniques d’identification basées sur la détection de molécules ont,
également, été développées. Elles visent les caractéristiques exo-antigenes qui caractérisent
les champignons. Les techniques d’immuno-chimie et notamment la méthode ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ont couramment été utilisées dans ce but. Cette
méthode de détection a, également, montré son efficacité dans la détection des champignons
filamenteux (Li et al., 2000).

Parmi les especes fusariennes les plus rencontrées et les plus redoutables, figure
Fusarium graminearum Schwabe, objet principal du présent travail de these. F.
graminearum est le nom de la forme anamorphe ou asexuelle et la forme tél€éomorphe ou
sexuelle est Gibberella zeae (Turkington et al., 2016). 11 est classé dans la famille des
Hypocreales mitosporiques, dans 1’ordre des Hypocreales (Desjardins, 2003), dans la
division des Ascomycétes, classe des Sordariaceae, ordre des Hypocréales, et dans la
famille des Nectriaceae (Lynch et al., 2003). Sept lignées phylogénétiques de G. zeae ont
été mises en évidence (O’Donnell et al., 2000) d’apres lesquelles, les auteurs ont établi un
arbre phylogénétique a partir de la combinaison des données de 6 genes (Figure 1.7). Les
origines des différentes lignées ainsi que leur migration sont représentées dans la figure 1.8.
L’ Amérique du sud semble étre le berceau de la plupart des lignées de F. graminearum
(O’Donnell et al., 2000).

4
[
[ == !
| = I
| = L. s
| - i S -3
I — I (o2
a = = &3] A
| == J <
40 100 3
f steps i 33
100
28723 2
oo (e '° I I>9010
13 8 2903
100128718 4
— "L 28585

13393 F lunulosporum

g0 25491 —
%25805 F. cerealis
NG 2s 13721
21 —
1:: ﬁ 22‘8‘75 | F culmorum
o8 — 28062
s L-28338

F. pseudograminearum 100 [ 28065
(outgroup) EY 28334 —

146

Figure 1.7 : Différentes lignées de Gibberella zeae (O’Donnell et al., 2000).
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Figure 1.8 : Localisation et migration géographique des différentes lignées de Gibberella
zeae (O’Donnell et al., 2000).

F. graminearum est une espece cosmopolite capable de contaminer, principalement,
les graminées notamment le bl€, le mais et ’orge, mais également, la betterave sucriere, le
soja, le sorgho, les bananes et la pomme de terre (Leslie et Summerell, 2006 ; Pitt et
Hocking, 2009). Cette espece est considérée comme étant la principale espece responsable
de la fusariose des épis (Mc Mullen et al., 1997 ; Pereyra et al., 2004 ; Xu et Nicholson,
2009 ; Brown et al., 2010; Siou, 2013). Depuis les années 2000, des études
phylogénétiques menées sur F. graminearum en utilisant des outils moléculaires et de
séquencgage, ont permis de diviser cette espece en un complexe de 15 souches (Figure 1.9)
« FGSC = Fusarium graminearum species complex » (O’Donnell et al., 2000 ; O’Donnell
et al., 2004 ; Ward et al., 2007 ; Starkey et al., 2007 ; O’Donnell et al., 2008 ; Yli-
Mattila et al., 2009 ; Sarver et al., 2011) dont 14 ont été récemment identifiées par «
Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition (GCPSR) » (Siou, 2013) :

+ F. austroamericanum (lignée 1), F. meridionale (lignée 2), F. boothii (lignée 3), F.
mesoamericanum (lignée 4), F. acaciaemearnsii (lignée 5), F. asiaticum (lignée 6),
F. graminearum (lignée 7), F. cortaderiae (lignée 8), F. brasilicum (lignée 9
originaire du Brésil),

+ F.vorosii (lignée 10 originaire du Japon et de Hongrie),

+ F. gerlachii (lignée 11 originaire de la moitié ouest des Etats-Unis),

+ F. aethiopicum (lignée 12 originaire d’Ethiopie),

+ F. ussurianum (lignée 13 originaire de I’Est de la Russie) et,

+ plus récemment, une nouvelle lignée (lignée 14) originaire du Népal a été isolée
(Starkey et al., 2007 ; O’Donnell et al., 2008 ; Boutigny et al., 2011 ; Alvarez et
al., 2011),

+ F. graminearum sensus stricto (lignée 15) dominante sur une grande échelle en
Europe et en Amérique (O’Donnell et al., 2008 ; Scoz et al., 2009 ; Alvarez et al.,
2011).
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Figure 1.9 : Arbre phylogénétique représentant les 15 especes du complexe FGSC (Sarver
etal., 2011).
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Ces souches ne peuvent pas étre distinguées morphologiquement et leur potentiel
toxinogene ainsi que leur distribution géographique different. Elles peuvent étre retrouvées
ensemble a 1’échelle de la région, de la parcelle et également sur un méme épi ou elles
forment le complexe F. graminearum ou FGSC (Xu et Nicholson, 2009). De plus, leur
agressivité differe et semblerait en partie corrélée aux mycotoxines produites par la souche
(Carter et al., 2002). Une étude menée en 2012 montra que F. graminearum sensu stricto
est plus agressive que F. boothii sur blé (Malihipour et al, 2012).

F. graminearum se développe vite sur les géloses PDA et au malt. Les colonies
floconneuses sont au début roses grisatres ou rouges a pourpres, puis deviennent bruns
vineux. Le revers est rouge a pourpre et le pigment diffuse dans la gélose (Jeunot, 2005 ;
Leslie et Summerell, 2006 ; Pitt et Hocking, 2009 ; Turkington et al., 2016). Pitt et
Hocking (2009) décrivirent la colonie de cette espece sur d’autres milieux de cultures. Sur
milieu CYA, elle couvre I’ensemble de la boite de Pétri et souvent jusqu’au couvercle,
présentant ainsi un dense mycélium floconneux d’une couleur rose grisatre, jaune grisatre
ou pale. Habituellement, le revers est rouge orangé a rubis grisatre, mais parfois, il est de
couleur rose brun. A 5°C, la colonie a un diametre de 5 a 12mm et ne croit pas a 37°C. La
colonie sur MEA couvre I’ensemble de la boite de Pétri et souvent méme le couvercle
présentant un thalle dense floconneux d’une couleur rose grisatre et jaune grisitre a brun
doré ; le revers est brun orangé a brun jaunatre, quelque fois pale aux marges. Sur le milieu
G25N la colonie est d’un diametre de 20 a 30mm, occasionnellement plus. Sur DCPA, la
colonie de cette espece apparait dominée par une couleur saumon a orange tres pale avec la
présence des sporodochies au centre.

Les phialides (10 a 14 x 3,5 a 5pum) peuvent s’agréger en sporodochies. Les micro-
conidies sont absentes et les macro-conidies a paroi €paisse sont fusiformes, droites a
légerement courbées et présentent 3 a 7 septum (moyennement 5). La cellule terminale est
longue et pointue (25 a 62 x 2,5 & Sum), alors que la cellule basale se distingue par la forme
d’un pied (Pitt et Hocking, 2009). Les chlamydospores sont intercalaires formées par le
mycélium et rarement dans les conidies (Botton et al., 1990 ; Tabuc, 2007) ; elles sont
globuleuses, hyalines de couleur brun pale (8 a 12um en diametre). Chez certains isolats,
elles se forment tardivement. La figure IL.10 illustre 1’aspect microscopique de F.
graminearum. Dans la nature, F. graminearum est capable de former des péritheces
superficiels ovoides et garnis de tubercules (140 a 250pum) sur un grand nombre de
graminées. Les asques clavés et octosporés contiennent 8 ascospores hyalines ou brun treés
clair, fusiformes et triseptées (Botton et al., 1990 ; Jeunot, 2005 ; Tabuc, 2007).

La température optimale de la croissance de F. graminearum se situe entre 24 et
26°C en milieux liquide et solide a pH optimal variant entre 6,7 et 7,2 (Booth, 1971). L’Ay,
minimale lui permettant une croissance optimale, avoisine 0,90 a 15°C et a 25°C (Cuero et
al., 1987 ; Ramirez et al., 2006). L.e pH minimal est dépendant de la température, pres de 3
a 25°C et 37°C et 2,4 a 30°C, alors que le pH maximal avoisine 9,5 a 30°C et est supérieur a
10,2 a une température plus basse (Wheeler et al., 1991).
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Figure 1.10 : Vue microscopique de F. graminearum. (A) : macrophialides et macroconidies ; (B) :
macroconidies et chlamydospores; (C) : asque conidien (Botton et al., 1990).

G. zeae utilise un mode de reproduction homothallique caractérisé par la présence
simultanée des deux formes du locus. 1l est auto-fertile et peut donc, réaliser une
reproduction sexuée avec lui-méme ou avec d’autres individus (Yun et al.,, 2000). Ce type
de mode reproductif peut étre modifié génétiquement. La délétion de 1’'une ou de ’autre
forme du locus MAT peut transformer G. zeae en champignon & mode de reproduction
hétérothallique (Lee et al.,, 2003). Le produit de la reproduction sexuée est les ascospores
formées dans des asques contenus eux méme dans le périthécium. Cette structure sert de
canon a spores. Trail et al. montrérent en 2002, que le mécanisme d’expulsion dans les
asques serait lié a une augmentation de la pression interne et a un influx d’ion et de
mannitol, et que la décharge de spores se réalisait préférentiellement en présence de lumiere.

Les isolats de F. graminearum peuvent produire trois importantes toxines, a savoir :
la zéaralénone, le nivalenol et le déoxynivalenol (Leslie et Summerell, 2006). Par ailleurs,
Pitt et Hocking (2009) révélerent que ces isolats sont capables de produire 50 composés
toxiques comme les aurofusarines, les culmorines, la fusarine C, les stéroides et la
fusarochromanone. Dans cette revue de thése, nous allons nous intéresser plus
particulierement, au déoxynivalenol (DON).

Ramirez et al. affirmerent en 2006, que le DON est bio-synthétisé plus rapidement a
25°C, mais la quantité maximale a été enregistrée a 30°C. L’ Ay adéquate pour la production
de cette toxine est de ’ordre de 0,95 a 0,995. Liorens et al. (2004) rapporterent que la
température optimale de la synthése du DON est de 28°C, et le 3-acetyl DON (3- ADON)
est produit a une température optimale de 20°C et de 15°C respectivement.

Le DON appartient a la famille des trichothécénes qui comprend environ 150
composés classés par Ueno en 1985 selon leur structure chimique, en quatre groupes qui
sont A, B, C et D (Ponts, 2005 ; Merhej et al., 2011). Les trichothécenes sont caractérisés
par leur structure sesquiterpénoide (15 carbones). Ils possedent une double liaison en C9-
C10 (Balzer, 2003) et une fonction époxyde en C12-C13 qui leur confere la dénomination
de 12, 13 époxytrichothécenes (Pinton, 2007). La fonction époxyde est responsable de la
toxicité des trichothécenes (Boutigny, 2007 ; Merhej, 2010). En plus du groupement
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époxy, ils possedent une fonction cétone en C8 (Merhej et al., 2010). Les trichothécenes-
groupe B (TCTB) sont les plus souvent isolés sur les substrats naturels, principalement sur
les céréales. Ainsi, leur accumulation est dépendante des conditions favorables au
développement du phytopathogéne qui les synthétise. La figure 1.11 illustre la structure
chimique des deux importants trichothécénes du groupe B (DON et NIV) et de leurs formes
acétylées. Notons qu’une souche fusarienne est capable de produire une seule toxine de
TCTB avec sa (ses) forme(s) acétylée(s) ce qui lui confere son « Chémotype »
caractéristique. En effet, certaines souches sont 8 Chémotype DON/ADON et d’autres sont
a Chémotype NIV/FX. Ceci est dii a la séquence du gene impliqué dans la détermination du
Chémotype qui encode un allele orientant vers la synthese de 1’un ou l’autre des deux
Chémotypes.
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Figure I.11 : Structure chimique des trichothécénes du groupe B (Boutigny, 2007).

Les trichothécénes sont incolores, cristallisables, solubles dans les solvants

N

modérément polaires et faiblement solubles dans I’eau. Ils sont stables a 120°C,
modérément stables a 180°C et se décomposent en 30 minutes a 210°C. Ces molécules
synthétisées en plein champ, sont tres difficiles a éliminer et représentent un risque potentiel
important dans 1’alimentation humaine et animale (Balzer, 2003). Widestrand et
Pettersson déclarerent en, 2001, que quatre trichothecénes, notamment T-2, HT-2, DON et
NIV se trouvent plus stables dans 1’acétonitrile et il y’a peu de dégradation de ces toxines
méme apres 24 mois de stockage a 25°C ou pendant 3 mois a 40°C. De plus, DON et NIV
sont relativement stables a des pH de 1 a 10 et leur destruction ne peut étre réalisée qu’a pH

12 4 80°C (Lauren et Smith, 2001).

Le déoxynivalénol ou 3a,7a,15-Trihydroxy-12,13-epoxytrichothec-9-en-8-one, porte
également le nom de « vomitoxine » (Waché, 2009). Cette dénomination lui a été attribuée
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par Vesonder et son équipe en 1973 en raison de sa capacité d'induire, a fortes
concentrations, des vomissements chez les animaux. Il a été caractérisé apres son isolement
par une équipe japonaise a partir d’orge infecté par F. graminearum (Morooka et al.,
1972), et retrouvé aussi dans du mais infectés par les especes fusariennes (Vesonder et al.,
1973). Le squelette carboné du DON est composé d’un cyclopentane, d’un cyclohexane, et
d’un cycle a 6 chainons oxygénés et 4 groupements méthyles. Contrairement aux
trichothécenes du groupe A, le DON ne possede pas de cétone en position C8 (Figure 1.12).
Sa formule brute est C;sH»0Og. 11 est soluble dans 1’éthanol, le méthanol, 1’acétate d’éthyle,
I’eau et le chloroforme. Sa biosynthése a I’instar des autres trichothécenes, est un processus
complexe impliquant de nombreuses étapes d’oxygénation, d’isomérisation et
d’estérification (Jenning et al., 2004). La figure 1.13 illustre les étapes de la production des
trichothécenes.

Figure 1.12 : Structure chimique générale du déoxynivaléno!D Groupement spécifique aux
TCTB; O Groupement spécifique au DON; CBroupement principal responsable de la toxicité (Saint-Cyr,
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Figure 1.13 : Voie de la biosynthese des trichothécenes (McCormick et al., 2011). Les genes
codant pour une étape enzymatique sont identifiés a coté des fleches indiquant I’étape. Les fleches
discontinues indiquent des étapes pour lesquelles aucun gene ne lui a encore été assigné.
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Le déoxynivalénol a des effets néfastes variés. Il provoque des vomissements aussi
bien chez I’homme que chez I’animal, ce qui conduit a2 une anorexie. Toutes les gents
animales ne présentent pas la méme sensibilité au DON (Rotter et al., 1996). I.’animal le
plus sensible s’avere étre le porc, puis viennent les rongeurs, les volailles et les ruminants
(Pinton et al., 2012). Les effets observés sont liés a ’activité propre de la molécule, mais
également a la fagcon dont elle est métabolisée (Pinton, 2007). Selon Pestka et Smolinski
(2005), une exposition de souris a des concentrations élevées en DON (>27 mg/kg de poids
vif) provoque des effets de détresse abdominale, salivation importante, malaise, diarrhée,
vomissements, leucocytose et hémorragie gastro-intestinale ou méme 1’apoptose. En
revanche, chez le porc, des effets émétiques sont observés a des doses beaucoup plus
faibles, soit [DON] >50 pg/kg de poids vif (Forsyth et al., 1977).

Par ailleurs, I’effet est d’autant plus marqué que I’exposition au DON se fait de
maniere ponctuelle plutét que chronique. En effet, bien que le DON soit considéré comme
I’un des trichothécenes les moins toxiques, ses pouvoirs émétiques et anorexiques sont
supérieurs ou égaux a ceux des trichothécenes les plus toxiques (Pestka et Smolinski,
2005). 11 semble que les effets du DON sur I’anorexie et les vomissements soient la
conséquence d’une altération du métabolisme de la sérotonine (Rotter et al., 1996). Des
niveaux élevés de sérotonine ou de ses métabolites ont été retrouvés chez des animaux ayant
recu du DON (Prelusky et al., 1992), et des antagonistes des récepteurs de la sérotonine
peuvent réduire les vomissements induits par DON (Prelusky et Trenholm,1993).

Entre autre, plusieurs études ont confirmé I’absence de risque mutageéne lié a la
présence de DON dans I’alimentation animale. Rogers et Heroux-Metcalf déclarérent, en
1983, que des concentrations allant jusqu'a 3pug de DON/ml n’ont pas d’effet mutagene sur
des cellules du hamster V79. Knasmuller et ses collaborateurs décrivirent en 1997, une
augmentation des anomalies chromosomiques dans des hépatocytes de rat en culture
primaire traités 3h par une concentration de 1pug/ml de DON.

L’impact du DON sur la reproduction a été évalué chez différentes especes. A titre
8 et le 11°™

jours de la période de gestation entraine une résorption significative des embryons pour des

d’exemples, chez la souris, I’exposition par gavage des animaux entre le

doses supérieures a 2,5mg/kg de poids vif, voire compléte pour des doses plus importantes
[10 a 15mg/kg de poids vif] (Khera et al., 1982). Chez le rat, I’exposition a des doses <
0,5mg/kg/jr durant toute la période de gestation n’a pas entrainé d’effets sur la croissance ni
sur le développement du feetus (Morrissey et al., 1987) ; pendant qu’une exposition a la
dose de 20mg/kg/jr durant 60 jours avant et pendant la gestation induit a une diminution
significative de la fertilit¢é (Morrissey et Vesonder, 1985). Chez les poules, une
alimentation contaminée par une dose de 4,9mg/kg n’a pas d’effet sur le nombre d’ceufs ni
sur le nombre d’embryons morts ou anormaux (Hamilton et al., 1985). Chez le porc,
Chavez (1984) et Friend (1986a, b et ¢) montrérent que le nombre de porcelets mort-nés, la
taille et le poids de portée, le poids des porcelets a la naissance et au sevrage ne sont pas
affectés par I’ingestion du DON par les meres. Cependant, Friend et son équipe (1983)
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noterent une diminution de la longueur des feetus agés de 52 jours lorsque leur mere a été
exposée a un aliment contenant 3,45mg/kg de DON.

En outre, le déoxynivalenol possede également des effets sur le systtme nerveux et
le systtme immunitaire. Il a été montré une influence de la toxine sur un facteur de
transcription critique intervenant dans les réactions immunitaires de type inflammatoire
(Ouyang et al., 1996). Les travaux qui ont abordé les effets des trichothécenes sur la
résistance de 1’hote, la réponse humorale ou I'immunité a médiation cellulaire montrent
notamment qu’en fonction de la dose et de la fréquence d’exposition, ces toxines entrainent
soit une immuno-stimulation ou une immuno-dépression (Bondy et Pestka, 2000). En effet,
I’exposition a de fortes doses en DON affecte les organes dans lesquels la prolifération
cellulaire est intense (moelle osseuse, ganglions lymphatiques, rate, thymus et muqueuse
intestinale) en provoquant une immuno-dépression (Ueno, 1984). En revanche, 1’exposition
a de faibles doses peut augmenter la résistance a certains pathogenes et provoquer une
augmentation de la concentration sérique en immunoglobulines de classe A [IgA] (Pinton,
2007).

Les effets réels et potentiels des moisissures et de leurs toxines, notamment des
Fusarium et des fusariotoxines, imposent aux acteurs ayant un role dans la sécurité
alimentaire a trouver des solutions préventives afin de réduire, voire éradiquer ces dangers
mycotoxicologiques. En effet, en 1’absence de procédés de décontamination efficaces et
applicables permettant de lutter de facon curative contre les moisissures et leurs toxines
associées, il est primordial d’agir par des moyens préventifs en amont pour pouvoir limiter
la production de ces toxines au champ.

Les stratégies de prévention couramment utilisées sont d’ordre agronomique.
Certaines méthodes culturales, notamment la rotation des cultures, 1’enfouissement des
résidus sont susceptibles d’influer sur les facteurs qui sont a I’origine de la fusariose et de la
production de mycotoxines (Champeil et al., 2004 ; Edwards, 2004). Pour Champeil et al.
(2004), la rotation avec des cultures comme le soja ou le colza diminuerait I’infection des
cultures céréalieres par la fusariose. En effet, 1’apparition de la fusariose serait plus
importante si les cultures précédentes sont du blé dur, de 1’avoine ou du mais que du blé ou
de I'orge. L’enfouissement des résidus de culture antérieure constitue également un moyen
de lutte contre I’incidence de la fusariose en réduisant les sources d’inoculum qui sont de
I’ordre de trois (Rioux, 2015) :

1. les résidus de culture infectés durant I’année précédente en particulier, les tissus qui
se dégradent plus difficilement comme les nceuds (Osborne et Stein, 2007). La
survie des champignons sur ces résidus peut atteindre plus de deux ans apres la
récolte ce qui les classe en « source a long terme » ;

2. les précédents culturaux les plus a risque, sont les cultures hotes de la fusariose
comme le mais, le blé et ’orge. Dans la partie la plus profonde du sol, seules les
chlamydospores peuvent subsister jusqu’a quatre ans ; ces spores ont une vie ralentie
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et une paroi épaisse leur permettant de résister longtemps a la sécheresse et a
I’asphyxie (Caron, 1993) ;

3. les semences infectées : lors des infections sur épi, le mycélium attaque les grains a
travers les glumes et pénétre dans le péricarpe, 1’albumen puis I’embryon. Cette
source d’inoculum permet a la maladie de se développer des I’automne. Pendant la
germination, le mycélium reprend son activité et selon le degré de pénétration initial,
il ralentit ou inhibe la germination entrainant des manques a la levée et la fonte des
semis.

La production de spores infectieuses a partir des déchets végétaux présents dans les
champs est la premiere étape du cycle infectieux de F. graminearum. 1l convient donc de ne
pas réutiliser les déchets végétaux pour fumer les cultures (Hatsch, 2004). Selon le méme
auteur, 1l est recommandé de semer les céréales dans un sol bien travaillé. Idéalement, le sol
doit favoriser une germination et une levée rapide, de cette maniere la jeune plante peut €tre
plus robuste pour faire face a une infection. De plus, une pratique d’alternance des cultures
apporte des effets bénéfiques compte tenu de la préservation nécessaire des ressources du
sol et induit une variation naturelle de la flore favorable a la résistance aux pathogénes
(Hatsch, 2004). D’autre part, la culture de variétés résistantes est a privilégier, et un bon
travail du sol permet I’enfouissement des résidus et donc limiter les risques de 1’apparition
de la maladie (Siou, 2013).

Une fois la culture installée, le recours a la lutte chimique est toujours possible, mais
avec une efficacité limitée. Toutefois, appliqué a la bonne dose et au bon stade, un
traitement a 1’aide d’un produit spécifique est un levier supplémentaire pour lutter contre la
fusariose. En effet, les travaux de Simpson et al. (2001) soulignerent la sensibilité des
champignons du genre Fusarium aux triazoles. De nouvelles solutions ont été développées
couplant plusieurs familles chimiques comme les triazolinthione et triazole qui peuvent
réduire jusqu’a 70% la maladie au champ (Pirgozliev et al., 2003 ; Diguta, 2010).
Cependant, la diversité des agents pathogenes ainsi que les différents effets d’efficacité des
matieres actives d’une espéce a 1’autre complexifient cette lutte (Siou, 2013). De plus
I'utilisation excessive et irrationnelle des produits chimiques, notamment des fongicides, a
joué un rdle important dans 1’apparition de souches résistantes et plus virulentes et de ce
fait, a I’'insécurité du consommateur.

Depuis quelques années, le monde agricole s’oriente vers une agriculture durable,
raisonnée et sans produits chimiques afin de préserver l'environnement et d’améliorer la
sécurité alimentaire du point de vue quantitatif et qualitatif tout en développant le concept
de la protection biologique intégrée ou de la lutte biologique (Picard, 2000). Le biocontrole
suscite ces dernieres années 1’intérét croissant des scientifiques et fait appel a diverses
techniques de recherche in vitro et in vivo qui font appel a ['utilisation des systemes
biologiques et aux microorganismes sains.
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Dans ce sens, au cours des essais réalisés aux champs, Khan et al. ont rapporté, en
2004, que les levures du genre Crypfococcus sont capables de diminuer la sévérité de la
fusariose de 50 a 60%. Yates et al. Montrerent, en 1999, que Trichoderma viride, une
moisissure isolée des racines du mais et Co-cultivée sur grain de mais avec F.
verticillioides, pourrait inhiber de 46 % la croissance de cette derniere au bout de 6 jours, et
de 90% apres deux semaines. Cette inhibition s’accompagnerait d’une réduction de 85% de
la production de FB1. Une compilation des études qui présentent 7. viride comme agent de
bioprotection a été publiée par (Papavizas, 1985).

Par ailleurs, plusieurs travaux de recherche ont rapporté que la présence simultanée
de plusieurs especes fongiques dans le méme milieu entraine une diminution de la
production de mycotoxines par chacune des moisissures productrices. Ainsi, la quantité
d’aflatoxine B1 produite par une souche d’A. flavus est réduite quand cette derniere est
introduite dans une culture en méme temps qu’une souche d’A. parasiticus, ceci, méme si la
souche d’A. parasiticus est une souche non toxinogene (Pfohl- Leszkowicz, 2001). La
présence de F. verticillioides sur les épis protege le mais d’une contamination ultérieure
avec A. flavus et réduit la quantité d’aflatoxines produites (Zummo et Scott, 1992). En
1988, Mislivec a démontré expérimentalement, que la culture simultanée d’A. parasiticus et
d’A. flavus ne modifie pas la production d’aflatoxines par ce dernier ; alors que la présence
d’especes de Penicillium diminue la production de cette toxine. Dans le méme sens, la
production d’aflatoxines par A. flavus est inhibée par la présence d’A. niger (Horn et
Wicklow, 1983).

En 2006, Fakhrunnisa-Hashmi et Ghaffar ont réalisé une étude in vitro sur les
interactions entre des especes fusariennes (F. oxysporum, F. pallidoroseum, F.
sporotrichioides, F. moniliforme, F. subglutinans, F. proliferatum, F. equiseti, F. longipes,
F. scirpi et F. solani) et d’autres especes appartenant a d’autres genres fongiques. Les
résultats obtenus ont révélé que Trichoderma hamatum avait un important effet inhibiteur
sur la croissance de Fusarium spp. qui oscille entre un taux minimal de 5,88% (7. hamatum
vs F. equiseti) et un taux maximal de 79,97% (T. hamatum vs F. oxysporum). A la méme
année, Sempere et Santamarina ont utilisé les techniques de la microscopie optique et
électronique a balayage cryogénique pour analyser des interactions entre Alternaria
alternata et Nigrospora oryzae a différentes températures (15 et 25°C) et a différentes Ay,
(0.85, 0.90, 0.95, 0.98 et 0.995). Les résultats ont montré qu’aucune des deux especes en
Co-culture n’a dominé le milieu de culture, leur croissance maximale individuellement et en
duo a été enregistrée a A, 0.995 et a 25°C.

En 2007, Rojo et al. évaluerent I’effet de Trichoderma harzianum ITEM 3636 et T.
longibrachiatum ITEM 3635 sur la croissance de F. proliferatum et la production de
fumonisine B1, fusaproliferine et beauvericine par ce dernier sur milieu Mais Meal Agar
(Aw 0.995). Ils ont montré que 7. harzianum ITEM 3636 a réduit considérablement, la
croissance mycélienne de F. proliferatum, pendant que 7. longibrachiatum ITEM 3635 a
montré un faible effet antagoniste contre le pathogeéne. Pour ce qui concerne leur effet anti-
mycotoxicologique, le taux de fumonisine B1 mesuré par HPLC, a été réduit de 98% et de
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88% par T. harzianum ITEM 3636 et T. longibrachiatum ITEM 3635 respectivement. D un
autre cOté, la concentration de beauvericine et celle de fusaproliferine produites durant 30
jours de Co-incubation de F. proliferatum avec les deux especes de Trichoderma n’a pas
différé de celle produite par F. proliferatum cultivée seule.

Les recherches de Sempere et Santamarina réalisées en 2010, sur 1’effet
antagoniste de P. oxalicum envers A. alternata sous différentes température, A, et plusieurs
milieux de culture, ont révélé en se basant sur I’indice de dominance, que P. oxalicum
s’avere plus compétitif qu’A. alternata a 25°C et a A,, 0,98. Notons qu’A. alternata a
montré un taux de croissance maximal a 25°C et a Ay, 0,995. Sur le plan microscopique, P.
oxalicum s’est comporté comme un mycoparasite d’A. alternata sous 1’ensemble des
conditions testées. En 2015, Sarkar et al. ont testé I’effet antagoniste de Trichoderma sp.
sur Pestalozzia theae Saw (agent pathogeéne du thé) et ont révélé que 1’agent antagoniste a
inhibé la croissance du pathogéne avec un pourcentage de 84,45+0.77% apres 72h de Co-
culture. Ceci, selon les auteurs, est dii probablement, a la capacité de 1’antagoniste de
secréter des métabolites secondaires a effet répresseur. D’autre part, Trichoderma sp. a été
qualifié de mycoparasite. Shang et al. suggerent en 2019, que I'utilisation des souches
atoxinogenes pour la lutte contre la toxicité des moisissures et la production des toxines sur
plusieurs substrats alimentaires (mais, cacahuetes et les noix) s’avere la stratégie la plus
efficace et la plus saine en lutte biologique.

Les interactions fongiques sont un important facteur qui influence directement la
croissance mycélienne des moisissures ainsi que la production des toxines associées. Une
interaction est une coaction qui peut s’établir entre deux moisissures (Doghri, 2015) ;
autrement dit, c’est I’effet qu’a une espeéce microbienne sur le taux de la croissance d’une
autre espece. Ces coactions peuvent avoir un effet positif, neutre ou négatif (Figure 1.14).
Les interactions microbiennes peuvent étre directes comme indirectes :

1. La symbiose est une coaction positive pour les deux €tres vivants de la méme
espece ou d’especes différentes. Il s’agit d’une association naturelle a bénéfice
réciproque (Gastelum-Martinez, 2012). Parfois nous parlons de symbiose, de
mutualisme mais aussi, de coopération. Au cours du Mutualisme, deux micro-
organismes sont capables de vivre indépendamment l'un de l'autre, mais peuvent
tirer un profit mutuel d'un éventuel voisinage (Curl et Tmelove, 1986). Dans le cas
de la Coopération, les deux especes bénéficient de 1’association sans obligation, les
deux partenaires peuvent vivre indépendamment I’un de 1’autre.

2. Le commensalisme pour ce qui le concerne, est une interaction bénéfique pour 1’un
et neutre pour 'autre. En effet, une espece en tire un profit pour sa croissance et
I’autre ne tire ni bénéfice ni effet délétere de cette association. Selon Gastelum-
Martinez (2012), durant cette interaction positive, un microorganisme est capable
de produire un composé a un effet positif sur la croissance de 1’autre micro-
organisme ou il peut consommer une substance qui est capable d’inhiber la
croissance de I’autre espece/souche.
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3. La troisieme coaction entre les microorganismes est une interaction positive pour
une espece et négative pour la seconde espece ; elle peut Etre :
= du parasitisme qui fait profiter abondamment, a I’espece A de 1’association
au dépend de I’espece B qui n’arrive pas a se développer et peut finir par
disparaitre mais pas nécessairement ; ou
= de la prédation qui se traduit quand 1’un est prédateur sur 1’autre pour
aboutir a la disparition de I'un d’eux.

4. Le neutralisme qui est une cohabitation des microorganismes les uns avec les
autres sans affecter les taux de croissance des deux sujets.

5. L’amensalisme reflete 1’effet neutre qu’exerce la premiére espece sur [’autre,
cependant, quand cette derniere exerce un effet négatif sur la premiere, nous parlons
alors, de ’antagonisme.

6. La compétition est une coaction a effet délétere pour le taux de croissance des deux
microorganismes. Elle a trés souvent, un lien avec des ressources nutritives que les
microorganismes doivent partager (Dommergues et Mangenot, 1970).

ar

or =
¢
R
A. Mutually intermingling growth B. Overgrowth by antagonist
i ii
= — -
C. Mutual slight inhibition D. Mutual inhibition at a distance

Figure 1.14 : Différents modes d’interaction entre deux especes fongiques sur milieu gélosé
(Fakhrunnisa-Hashmi et Ghaffar, 2006).
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Les interactions fongiques sont souvent utilisées dans la lutte biologique. Cependant,
la pathogénécité de l'inoculum sporale et la spécificité de 1'hdte sont deux parametres
importants dans le choix de l'isolat fongique, principalement, celui de 1’antagoniste. Les
micro-champignons sont des agents de lutte tres intéressants du fait de leur aptitude a
infecter I'hdte par simple contact (Carruthers et Soper, 1987). IIs peuvent &tre produits en
masse a moindre coft et étre appliqués avec les méthodes conventionnelles. Cependant, les
principaux facteurs limitant leur utilisation en champ sont d’ordre abiotique et vont
entrainer la perte d'efficacité de l'inoculum fongique sur le couvert végétal. Les effets de
certains facteurs sur la viabilité des conidies ont été tres étudiés comme la température
(Bennett, 1977 ; Doberski, 1981 ; Stathers et al., 1993) et I'humidité (Fargues, 1972 ;
Hall et Papierok, 1982 ; Ramoska, 1984 ; Riba et al., 1984 ; Khachatourians, 1986). Le
schéma ci-apres représente les relations interactionnelles entre 1’agent pathogene, 1’agent
antagoniste et la plante hote.

Lutte biologique
i- i’;;z;s-it-is-n-lé -i Agent antagoniste . Relation avec la i
mmm o TS mTTTTT : plante !
Antibiose | [ tmmmmm——— Loo--
S-EEESEET T i i Promotion de
Con_llze_titlo_n_ 2 - _R_h_l{(:s_p P ere | croissance
Agent pathogene > Plante hote

Figure 1.15 : Diagramme représentatif des relations plante hote-agent
pathogeéne-agent antagoniste (Lefort, 2010)

L’antagonisme microbien qui pourrait garantir une bonne qualité sanitaire des
céréales a été aussi recherché au sein de certaines souches bactériennes principalement,
lactiques. Elles sont isolées de 1’environnement et/ou de tout type de substrat alimentaire
comme le mais (Cavaglieri et Etcheverry, 2002 ; Dalié et al., 2012), le lait (Ouiddir et
al., 2019), le lait fermenté (Belal et al, 2011 ; Shehata et al., 2019), la viande, les
végétaux, le poisson (Nascimento et al., 2019 ; Iseppi et al., 2019 ; Salomskiene et al.,
2019) et les céréales fermentées (Merabti et al., 2019 ; De Oliviera Coelho et al., 2019).

Les recherches sur I’activité antifongique chez les bactéries lactiques ont commencé
a la fin des années 50 avec Guillo (1958). Il découvrit un produit actif synthétisé par
Lactobacillus acidophilus ayant un effet inhibiteur contre Condida albicans. En 1981,
Wiseman et Marth démontrérent que Streptococcus lactis C10 était capable d’inhiber A.
parasiticus par le biais d’une molécule non connue a cette époque. Actuellement, plusieurs
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équipes de recherche ont pu identifier plusieurs substances antifongiques produites par les
bactéries lactiques. Il est rapporté que le genre Lactobacillus est le plus pertinent en maticre
de lutte antifongique et anti-mycotoxicologique (Luchese et Harrigan, 1990), suivi des
genres Lactococcus et Leuconostoc puis des Pediococcus, Enterococcus et Weissella ;
pendant que les genres Streptococcus et Carnobacterium sont les moins intéressants.

Private et Thonart ont montré en 2011 que I’acide phényllactique (en quantités
inférieures a 7,5mg/ml) et 1’acide 4-hydroxy-phéyllactique produits par Lactobacillus
plantarum 21B, avaient une activité antifongique efficace contre A. niger, A. flavus, P.
cprylophilium, P. expansum et F. graminearum. Ils ont méme noté I’effet des mémes
substances produites par la souche Lb. plantarum 20B vis-a-vis d’Aspergillus, de
Penicillium et de Monilia. Par ailleurs, ils ont déclaré qu'une gamme d’acides organiques
tels que les acides acétique, formique, caproique, propionique, butyrique et valérique
produits par Lb. sanfranciscensis CBlet Lb. plantarum possédent le méme effet contre
Aspergillus, Fusarium, Penicillium et Monilia. Ces acides agissent d’une maniere
synergique.

Belal et al. déclarerent en 2011, que des souches de Lb. fermentum 007, Lb.
paracasei D5, Lb. pentosus G004 et pediococcus pentosus TEO10 ont été capables de
produire des substances antifongiques efficaces de nature protéique vis-a-vis d’A. niger et
d’A. oryzae.

Laref et Guessas (2013) ont montré une bonne activité antagoniste fongique de six
souches de Lactobacillus isolées du lait de chamelle, de la carotte et d’ensilage vis-a-vis
d’Aspergillus sp. par la méthode de double couche et de confrontation. Par contre, aucune
inhibition n’a été détecté par le surnageant de ces isolats. Les substances produites par Lb.
plantarum et Lb. farciminis, résistent aux enzymes protéolytiques et a la température et
montrent une forte activité a pH 2 ; ils peuvent également, inhiber d’autres champignons tels
que F. roseum, Stemphylim sp. Trichoderma sp. et Penicillium sp.

La plupart des travaux sur la caractérisation de ces antagonistes ont été réalisés in
vitro, parfois vérifiés par des essais sous serre et beaucoup plus rarement a [’aide
d’expérimentations en plein champ. Seuls de tels essais permettent de valider I’efficacité de
I’agent antagoniste et de s’assurer de 1’absence d’impact environnemental. Dans Ia
définition de stratégies de biocontrdle, il est aussi indispensable de garder en mémoire que
la production de mycotoxines par un agent fongique correspond souvent a une réponse a un
stress et la présence d’un antagoniste fongique ou bactérien peut €tre percue comme un
stress par la souche toxinogene qualifiée d’agent pathogene. Dans ce sens, Dalié et al. ont
démontré, en 2012, que dans certaines conditions in vitro la présence d’une souche de
Pediococcus inhibitrice de la croissance fongique de F. graminearum pouvait stimuler la
production de fumonisines avec une quantité nettement supérieure a celle produite par la
souche fongique cultivée comme témoin.
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Divers genres, notamment, Lactococcus, Oenococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pedicoccus, Enterococcus et Streptococcus ont été étudiés pour leur activité probiotique et
sont généralement reconnus comme sains [Generally Recognized As Safe (GRAS)]
(Balciunas et al., 2013). Les bactéries lactiques interviennent par le biais de substances de
nature peptidique qu’elles synthétisent et qui ont largement prouvé leur pouvoir
antimicrobien (Favaro et al., 2014). Nous citons, a titre d’exemple les composés
antifongiques (propionate, phenyl-lactate, hydroxyphenyl-lactate, dipeptides cycliques, etc)
et les bactériocines (nisin, reuterin, reutericyclin, pediocin, lacticin et enterocin). De plus,
elles sont capables de produire plusieurs types d’acides organiques comme I’acide lactique,
a. acétique, a. formique et 1’a. propionique qui intensifient leur action de bio-préservation en
diminuant le pH du milieu (Favaro et al., 2015).

En effet, au cours de la lyse cellulaire, il est possible qu’elles liberent des molécules
qui inhibent la croissance des moisissures et conduisent a une baisse de 1’accumulation de
leurs mycotoxines (Dalié et al., 2012). Ces métabolites anti-mycotoxinogénes pourraient
également €tre produits pendant la croissance des LAB. A 1’aide d’un test de dialyse, ces
auteurs ont démontré la présence d’un métabolite qui inhibe I’accumulation de I’aflatoxine
dans des extraits sans les cellules de Lactobacillus. 11 a été suggéré que cette inhibition
n'était pas le résultat d'une production de peroxyde d’hydrogéne ou d’une baisse du pH
(Dalié, 2010). Ces résultats étaient cohérents avec ceux de Gourama (1997) qui a suggéré
que l'inhibition de la biosynthese de l'aflatoxine par les surnageants exempts de cellules de
Lactobacilles était probablement due a un métabolite extracellulaire.

Coallier-Ascah et Idziak ont signalé, en 1985, que I’inoculation de spores d'A.
flavus avec une culture de Streptococcus lactis dans un bouillon Lab-lemco-tryptone
entrainait une accumulation minime ou nulle de I’aflatoxine, méme si la croissance du
champignon n’a pas été inhibé. Ils ont montré, également, que la baisse du pH et la
réduction des niveaux de nutriments dans le milieu en raison de la croissance de S. lactis ne
sont pas la cause de l'inhibition observée et elle n’a pas été éliminée par 1’addition
d’hydrates de carbone. Les niveaux d'aflatoxine étaient également nettement réduite lorsque
S. lactis a été inoculé a une culture d’A. flavus en croissance. L’inhibition de la production
d’aflatoxine par S. lactis résulterait de la présence d’un composé thermostable de faible
poids moléculaire caractéris€ comme étant un phosphoglycolipide contenant un noyau
aromatique (Coallier-Ascah, 1981).

Rasic et al. (1991) ont observé une diminution des taux de I’AFB1 dans le yaourt et
le lait acidifié. Les taux de AFB1 ajouté au lait avant fermentation a des concentration allant
de 600, 1000 et 1400ug/kg ont été réduit respectivement de 97%, 91% et 90% dans le
yaourt a pH 4.

Piotrowska et Zakowska (2005) ont examiné vingt-neuf (29) souches appartenant
aux genres Lactobacillus et Lactococcus pour leur capacité a éliminer 1'ochratoxine A dans
les milieux liquides. Toutes les souches testées ont pu réduire la concentration d'ochratoxine
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A. Lb. acidophilus CH-5, Lb. Rhamnosus GG, Lb. Plantarum BS, Lb. Brevis et Lb.
sanfranciscensis ont pu réduire la concentration en ochratoxine A de 50%.

Niderkorn et al. (2006) ont testé la capacité de vingt-neuf (29) souches lactiques a
éliminer le désoxynivalénol (DON), les fumonisines B1 et B2 (FB1, FB2) et le zéaralénone
dans le bouillon MRS acidifiés (pH 4). Les résultats obtenus ont révélé une diminution de
55% pour le DON, 82% pour le FB1, 100% pour le FB2 et 88% pour le zéaralénone. A des
concentrations bactériennes similaires, Lb. rhamnosus GG et RO011 ont éliminé le DON
avec une efficacité de 54% et 30%, respectivement. De méme, la souche de Lb. lactis CSy3
I’a éliminé 23% du DON, tandis que la souche CS;g; I’a éliminé jusqu'a 40%.

Rather et al. (2013) ont démontré le potentiel de Lb. plantarum de biocontrdler la
croissance d’A. niger sur les grains de soja. Au cours de cette expérience, ils ont noté qu'une
application du surnageant concentré de cette culture bactérienne aux grains, empéche la
croissance d’A. niger. En 2014, les peptides antimicrobiens de Lb. plantarum LR 4 ont été
utilisés pour prévenir 1’altération fongique du blé en conditions de stockage (Gupta et
Srivastava, 2014). Une souche de Pediococcus sp Ay utilisée comme agent de biocontrble
lors de la fermentation du cacao a inhibé trois champignons producteurs d’ochratoxines
(Ngang et al., 2014).

Le tableau LI.3 résume I’effet antifongique et anti-mycotoxicologique de quelques
bactéries lactiques et le composé actif causant cet effet. Ceci, pour la période 2010/2020.

La capacité des bactéries lactiques a s’adapter a différents substrats et aux conditions
biotiques et abiotiques les plus extrémes, les qualifie de candidats de biocontrole les plus
prometteurs. Cependant, bien que la lutte biologique comme alternative a la lutte chimique
pour limiter la fusariose et la contamination des grains en mycotoxines, pourrait étre une
voie d’avenir; le choix d’agents antagonistes doit répondre aux normes de la sécurité
sanitaire du consommateur d’ou I’importance de vérifier I’absence d’effets contraires ou
néfaste avant toute introduction dans une formulation de produit a consommation humaine
et/ou animale.
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Tableau 1.3 : Effet antifongique et anti-mycotoxicologique de quelques bactéries lactiques et de leur composé actif

Isolat lactique Substrat /Origine Pathogéne fongique Toxine Molécule antifongique Référence
associée

Lactobacillus delbruckii subsp. Laboratoire de F. oxysporum, F. redolens and F. solani NE NE Zebboudj et al. (2020)
bulgaricus, Leuconostoc microbiologie
mesenteroides subsp. dextranicum et appliquée, Université
L. lactis subsp. diacetylactis Oranl
Lact. plantarum Poisson A. parasiticus, P. expansum, P. flavus, NE NE Marti-Quijal et al.

(Dicentrarchus F. graminearum, F. verticillioides, P. (2020)

labrax) verrucosum
Lact. plantarum et Lact. coryniformis Riz A. flavus et A. fumigatus NE Plusieurs composés Anwer Bukhari et al.

(2020)
Lactobacillus sp Lait caillé (Rayeb) A. flavus, A. parasiticus. A. carbonarius Aflatoxine B1, | Acide organique, pyroxide d’hydrogene, | Shehata et al. (2019)
Ochratoxine A | 2-Méthyldecane (C11H24), Pentadecane
(C15H32)
Lact.  plantarum, Lact. paracasei, | Laits caillés, produit | Mucor recemosus, Penicillium commune, Acide acétique, acide lactique, autres | Ouiddir et al. (2019)
Leuconostoc mesenteroides fermenté (Amordj) Yarrawia lipolytica, Paecilomyces formosus, NE acides, composés organiques
A. flavus
Lact. helveticus, L. reuteri, | Plusieurs sources : A.Versicolor, Cladosporium herbarum, P. Acide lactique, acide citrique, acide | Salomskiene et
Lactococcus  lactis,  Streptococcus | plantes forestieres, chrysogenum, Scopulariopsis brevicaulis NE benzoique, acide sorbique, protéines, | al.(2019)
thermophilus, Enterococcus faecium produits de la ferme pyroxide d’hydrogene, diacéthyle
éthanol.

Pediococcus pentosaceus, Ent. | Blé fermenté Rhodotorula muciloginosa, P. verrucosom, NE NE Merabti et al. (2019)
faecium, L. curvatus, L. brevis, Leuc. | (Lemzeiet) A. flavus
mesenteroides
Lact. plantarum German collection of | A. flavus, Colletotrichum acutatum, C. NE NE Zivkovic et al. (2019)

microorganisms and | gloeosporioides, Fusarium avenaceum

cells culture
Lact. plantarum, Lact. paraplantarum, | Grains fermentés | A. flavus, A. carbonarius NE Meétabolites extracellulaires (NS**) Missaoui et al. (2019)
Ent. faecium (Zgougou) de Pinus

halepensis
Lact.  Sakei, P. acidilactici, P. | Collection de Kaunas | P. verrucosum, F. culmorum, A. versicolor, Deoxynivalénol | Composés organiques non acides Juodiekiene et al.
pentosaceus University of F. poae, P. chrysogenum, A. alternata, P. Zearalenone (2018)

Technology, cyclopium, F. avenaceum, F. solani, A. T-2

terreus, A. niger, P. expansum HT-2

Lact. Plantarum Arachides, orange, | A. flavus, A.niger, P. citrinum. P. Aflatoxines Acide lactique, PLA Kaktcham et al. (2018)
L. lactis subsp lactis farine Verrucosum Ochratoxine A
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Lact. Plantarum Lait A. flavus, A. parasiticus, A. arachidicola, A. Aflatoxines Acide lactique, acide phenyllactique | Guimaraes et al
nomius, A. minisclerotigenes (PLA), acide hydrophenyllactique (OH- | (2018a)
PLA), acide indole lactique (ILA)
Lact. Plantarum Lait P. nordicum Ochratoxine A | Acide lactique, acide phenyllactique | Guimaraes et al
(PLA), acide hydrophenyllactique (OH- | (2018b)
PLA), acide indole lactique (ILA)
Lact. Buchneri Ensilage Acide acetique, acide lactique, PLA
Lact. Plantarum, Lact. Para- Levain A. niger, P. chrysogenum NE NE Demirbas et al. (2017)
limentarius, Lact. rossiae, Lact.
curvatus, Lact. brevis, Lact.
paraplantarum, Leuc. mesenteroides,
Leuc. pseudo-mesenteroides, Weissella
cibaria, W. paramesenteroides
E. faecium, E. durans, Grenadier  (Punica | A. flavus A. alternata, A. solani, A. niger, A. NE NE Gajbhiye et Kapadnis
L. lactis spp. cremoris, L. lactis spp. granatum) fumigates, F. graminearum, Corynespora (2017)
lactis, Leuc. mesenteroides, Lact. cassiicola, Penicillium. sp. et phomopsis
brevis, P. pentosaceus varsoniana
Lact. rhamnosus, Lact. johnsoni, Lact. | CECT Valencia, | A. parasiticus, P. expansum NE Peptides Luz et al. (2017)
plantarum, Lact delbrueckii bulgaricus | Espagne
Bifidobacterium longum, B. bifidum, CECT Valencia, | A. parasiticus et P. expansum Aflatoxines NE Saladino et al. (2016)
B. breve, Lact. adolescentis, Lact. Espagne
rhamnosus, Lact. ruminis, Lact. casei,
Lact. johnsoni, Lact. plantarum, Lact.
reuteri, Lact. bulgaricus, Lact.
paracasei, Lact. Salivarius
Lact. plantarum Tempeh A. flavus, P.roqueforti et Eurotium rubrum NE Peptides Mubhialdin et al. (2016)
Lact. plantarum, Lact. brevis University College F. culmorum NE Acides organiques et phenoliques Peyer et al. (2016)
Cork, Ireland
Lact. delbrueckii ssp. Lactis, Lact. Gene Bank A. flavus et A. parasiticus Aflatoxine B1 NE Prathivadi
brevis, Lact. plantarum, Lact. Bayankaram et
rhamnosus Sellamuthu (2016)
Lact. Plantarum Plusieurs sources A. niger, A. flavus, F. culmorum, P. NE PLA Russo et al. (2016)
roqueforti, P. expansum, P. chrysogenum,
Cladosporium sp.
Lact. amylovorus, Céréales F. culmorum NE Acides acétique, lactique, benzoique et Oliveira et al. (2015a)

Lact. reuteri

Etre humain

autres, PLA,
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Lact. amylovorus, Céréales F. culmorum Deoxynivalenol | Acide phenyllactique (PLA) Oliveira et al. (2015b)
Lact. reuteri Etre humain
Lact. plantarum, Lact. helveticus BI¢, seigle A. niger, P. claviforme NE NE Sevgi et Tsveteslava
(2015)
Ln. mesenteroides Tempeh A. niger NE Peptides Mubhialdin et al. (2015)
Pediococcus sp., Lact. plantarum, Noix de coco A. carbonarius, A.niger et A. ochraceus Ochrotoxine A | Peptides Ngang et al. (2015)
Lact. brevis, Lact. sanfranciscensis
Lact. sakei, P. acidilactici , P. Levains de seigle Fusarium spp. Bipolaris sorokiniana, NE NE Suproniene et al.
pentosaceus Alternaria spp (2015)
Lact. plantarum Végétaux fermentés | Ganoderma boninense NE dipeptides Cyclique; cis-cyclo(L-Val-L- | Kwak et al. (2014)
Koréans Pro) et cis-cyclo (L-Phe-L-Pro)
Lact. plantarum Kimchi et aliment | A. flavus, A. fumigatus, A. petrakii, A. NE Acide 5-oxododecanoic, acide 3-hydroxy | Ryu et al. (2014)
d’origine animale ochraceus, A.nidulans, C. gossypiicola, P. decanoic, et acide 3-hydroxy-5-

roqueforti dodecenoic
Lact. plantarum NS A. niger, R. stolonifer, Mucor racemosus et NE Peptides Gupta et Srivastava

P. chrysogenum (2014)
Lact. casei NS P. chrysogenum NE NE Li et al. (2014)
Lact. plantarum Kimchi Koréan A. niger, A. oryzae, A. flavus, F. oxysporum NE Protéines Rather et al. (2013)
Lact. sakei, Ped. acidilactici, Ped. Levains de seigle F. culmorum, P. chrysogenum, A.fumigatus, NE Acides organiques et substance Cizeikiene et al. (2013)
pentosaceus Lithuanien A. versicolor, P. expansum, A. niger, bacteriocin-like

Rhizopus stolonifera, A. alternata, P.

cyclopium, A. tereus, F. culmorum et F.

solani
Lact. acidophilus, Lact. brevis, Lact. Plusieurs sources A. niger, P. sp., F.graminearum, P. NE Acide lactique et acétique, PLA, peptides | Gerez et al. (2013)
casei, Lact. paracasei, Lact. digitatum, Geotrichum citriaurantii
bulgaricus, Lact. fermentum, Lact.
plantarum, L. rhamnosus, Ent.
Faecium, Ent. Mundtii, L. lactis, St.
Thermophilus, Lact. curvatus, Lact.
reuteri, P. acidilactici, P. pentosaceus,
Lact. collinoides, Lact. coryniformis,
Lact. mali, Weissella ascens, Lact.
rhamnosus, Leuconostoc
mesenteroides
Lact. brevis, L. lactis ssp. cremoris, Grenadier F. graminearum NE NE Gajbhiye et al. (2012)
L. lactis ssp. lactis et En. faecium
Lact. plantarum , W. confusa, P. Plusieurs sources P. expansum, P. digitatum, P. notatum, P. NE Acide lactique, acide acétique, PLA Crowley et al. (2012)
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pentosaceous et Lactococcus lactis

roqueforti, R. stolonifer, F. culmorum, A.
fumigatus, F. culmorum et Rhodotorula
mucilaginosa

Lact. Rhamnosus, Lact. fermentum Aspergillus section Flavi AFB1 NE Gerbaldo et al. (2012)
W. cibaria et W. paramesenteroides Cire fermentée P. oxalicum, A. flavus, A. sydowii et Mucor NE Acides organiques Lan et al. (2012)
racemosus
Ln. citreum et W. confusa Produits & base de riz | Cladosporium sp., Neurospora sp. et P. NE Acide lactique et citrique Baek et al. (2012)
crustosum
Lact. casei Fromage Penicillium sp. NE Cyclo-(Leu-Pro), 2,6-diphenyl — Lietal. (2012)
piperidine et 5,10-diethoxy-2,3,7,8-
tetrahydro-1H,6H-dipyrrolo[1,2-a;10,20-
d] pyrazine
Lact. plantarum Koumiss (lait | Glomerella cingulate, Phytophthora NE 3-phenyllactic acide et Benzeneacetic Wang et al. (2012)

fermenté asiatique)

drechsleri Tucker, P. citrinum, P. digitatum
et F. oxysporum

acid, 2-propenyl ester

Lact. plantarum

Xinjiang koumiss

B. cinerea, Alternaria solani, Phytophthora
drechsleri, F. oxysporum et Glomerella
cingulata

NE Composés protéiques et autres composés
non identifiés

Wang et al. (2011)

Lact. plantarum, W. cibaria et W. Farine et manioc A. niger, A. tubingensis, P. crustosum NE Acide 2-hydroxy-4-methylpentanoic, Ndagano et al. (2011)
paramesenteroides fermenté PLA et autres acides organiques
Lact. amylovorus Environnement des | A. niger, A. fumigatus, F. culmorum, P. NE Acides carboxyliques, nucléosides, Ryan et al. (2011)
céréales expansum et P. roqueforti sodium decanoate et cinq dipeptides
cycliques
Lact. fermentum, Ped. pentosaceus, Produits ~ fermentés | A. niger et A. oryzae ND NE Composés protéiques Mubhialdin et al. (2011)
Lact. pentosus, et Lact. paracasei Malysiens
Lact. plantarum et Lact. rossiae Levain P. roqueforti, P. polonicum,P. chrysogenum, NE Peptides et acides organiques Rizzello et al. (2011)
P. paneum, P. albocoremium, P.
chermesinum, P. carneum, Eurotium
herbarioum, Eu. rubrum, A.parasiticus, A.
versicolor et P. bialowiezense
Lact. reuteri Intestin porcin et Trichophyton tonsurans NE Produits non protéiques Guo et al. (2011)
murin
Lact. plantarum, Lact. pentosus, Lact. | Blé F. graminearum DON NS Franco et al. (2011)
paracasei
Lact. plantarum Kimchi A. flavus NE cyclo(Leu-Leu) Yang et Chang (2010)
Lact. plantarum Produits laitiers C. tropicalis NE Proteines Smaoui et al. (2010)
Lact. plantarum, Ln. pseudo- Plusieurs sources P. nordicum NE Probiotiques Schillinger et
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mesenteroides Villarreal (2010)
Ped. pentosaceus LO06 ND Mais F. verticillioides et F. proliferatum NE NS Dalie et al. (2010a)
Lact. plantarum Ensilage A. niger, A. fumigatus, A. flavus, NE PLA Prema et al. (2010)
A. terreus, P. roqueforti, P. camembertii, P.
corylophilum, A. nidulans, P.expansum
Lact. Plantarum Lact. casei, Lact. Produits laitiers P. digitatum et Geotrichum citri-aurantii NE Acide lactique et acétique, PLA Gerez et al. (2010)
acidophilus, Lact. paracasei, Ped.
pentosaceus
Lact. brevis, Weissella cibaria Orge F. avenaceum, F. culmorum, F. NE Acides organiques et composés Mauch et al. (2010)
graminearum, F. poae et F. tricinctum protéiques
Lact. fermentum ssp. cellobiosus et Excréments de A. nomius NE NE Muiioz et al. (2010)

Lact. rhamnosus

poulet, lait de brebis

*NE : non étudier
**NS : non spécifier
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MATERIEL ET METHODES

I1.1 Premiere partie : Identification et caractérisation des moisissures des blés

La présente partie aborde, en des analyses physico-chimiques, mycologiques et
mycotoxicologiques, le recensement, 1’identification et la caractérisation morphologique,
physiologique et toxicologique des différentes especes fongiques susceptibles de contaminer
les grains des blés durs et tendres locaux et importés. A ce titre, il faut noter que les résultats
des examens fongiques n’ont de valeur que si certaines précautions d’échantillonnage sont
respectées, notamment :

+ la prise d’échantillons avec des instruments stériles ;

la mise des échantillons dans des sachets en papier stériles ;

+ le respect des regles d’hygiene générale par la personne effectuant le prélevement ;
+ 1’acheminement des échantillons au laboratoire doit étre rapide ; et

+ les échantillons doivent étre conservés dans un endroit frais et sec (8 a 15°C) mais

4

jamais a des températures négatives.
I1.1.1 Matériel biologique

Pour les analyses mycologiques, nous avons échantillonné soixante-quatre (64)
échantillons de blés durant la période allant d’octobre 2012 a avril 2014. Tandis que pour les
analyses mycotoxicologiques, nous avons prélevé trente cinq (35) échantillons de 1kg. Les
informations respectives sont mentionnées dans le tableau II.1. Notons que les différents
échantillons des blés tendres (Triticum aestivum L) locaux et importés, du blé dur (Triticum
durum Desf) importé et ceux du blé dur local de Taghit et de Tabelbala, ont été prélevés au
niveau de la Coopérative des Céréales et des Légumes Secs (CCLS) de Béchar.

Tableau II.1 : Données informatives sur les échantillons des blés.

Echantillon Variété Code Type d’analyse Nb Provenance Date de I’échantillonnage

BIlé tendre importé NM* BTF Mycologique 27  France octobre 2012-février 2013
Toxicologique 12

BIé tendre local HD BTL Mycologique 6  Taghit avril 2013
Toxicologique 2 (30°54’57.15°’N/2°01°47.43°W)

BIlé dur importé NM BDF Mycologique 9  France avril 2014
Toxicologique 9

BIlé dur local NM BDL, Mycologique 12 Oum Chegag. Lahmer avril 2013-juin 2013

Toxicologique 10 (31°55’54.26°’N/2°15°30.23°W)

Vitron BDL, Mycologique 5  Taghit Mars 2013-avril 2013

Toxicologique 1 (30°54°57.15°’N/2°01°47.43>W)

Vitron  BDL,  Mycologique 5 Tabelbala janvier 2013-mars 2013

Toxicologique 1 (29°24°25.29°’N/3°15°25.65°W)

Total

99

* Non mentionné
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La méthode utilisée pour I’échantillonnage est celle décrite par le Codex Alimentarius
CAC/GL 50-2004. Nous avons, d’abord, prélevé aléatoirement n échantillons primaires de
taille similaire, puis nous avons formé 1’échantillon composite en mélangeant soigneusement
les échantillons primaires. Enfin, une fois au laboratoire, nous avons divisé ce dernier en
échantillons finaux de 300g qui ont fait I’objet des différentes analyses.

I1.1.2 Analyses chimiques des blés
I1.1.2.1 Détermination du taux de la teneur en eau

C’est une méthode d’étuvage qui consiste a effectuer un séchage d’une prise d’essai
de chaque échantillon a une température de 105 + 2°C apres deux heures, puis, apres chaque
heure jusqu’a I’obtention d’un poids constant (Multon, 1982). Le taux de la teneur en eau est
calculé par la formule suivante :

(Po -Py) — (P1- Py

TR % = x 100
Py - Py

P, : poids de la tare.
P, : poids de la tare avec échantillon.
P, : poids constant apres séchage multiple.

I1.1.2.2 Détermination du pH

Pour I’estimation de I’acidité ou de D’alcalinité des différents échantillons nous
préparons une solution a base de 45ml d’eau distillée et de 5g d’échantillon broyé. Apres
agitation et repos d’une heure, la mesure du pH est réalisée a 1I’aide d’un pH metre (Multon,
1982).

I1.1.2.3 Analyses statistiques

Le teste du taux de ’humidité relative a été réalisé en triplicata. La moyenne et
I’écart-type des trois valeurs ont été calculés par Excel.

I1.1.3 Analyses mycologiques
I1.1.3.1 Isolement et dénombrement de la flore fongique totale

La méthode utilisée pour I’isolement et le dénombrement des moisissures susceptibles
de contaminer les différents échantillons de blés, est la « méthode de dilution ». Selon
Cahagnier (1998) et Pitt et Hocking (2009), I’intérét de cette méthode réside dans le fait que
les propagules fongiques sont isolées et dénombrées a partir de la méme suspension mere qui
integre les flores internes et externes.

Pour ce faire, nous avons pris, au hasard, 5g de chaque échantillon (le grain doit €tre
broyé) et nous I’avons mis dans 45ml d’eau physiologique stérile en ajoutant deux gouttes de
Tween 80 (pour bien disperser les propagules fongiques) : c’est la dilution 10" ou suspension

mere. De cette dilution, nous avons pris Iml que nous avons ajouté a 9ml d’eau
physiologique stérile : c’est la dilution 107 A partir des dilutions 10" et 107, nous avons
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ensemencé deux boites de pétri de Dichloran Chloramphenicol Peptone Agar (DCPA) [milieu
sélectif des Fusarium, Alternaria, Drechslera et Curvularial et deux boites de Potato
Dextrose Agar acidifié (PDA,.) [I’acidité du milieu permet d’éviter la croissance bactérienne]
avec Iml d’inoculum étalé en surface. Apres 10 a 15mn de repos, nous avons €liminé le
surnageant et incubé les boites de Pétri a 25°C pendant 5 a 7 jours. Apres le temps
d’incubation, nous avons procédé au dénombrement des différentes colonies fongiques en
nous basant sur la couleur et 1’aspect de ces dernieres et de leur revers.

I1.1.3.2 Analyses statistiques

L’isolement et le dénombrement de la flore fongique contaminant les différents
échantillons des blés, ont été réalisés en duplicata. Les résultats calculés par Excel, seront
donnés en moyenne plus ou moins () I’écart-type.

I1.1.3.3 Purification et conservation des isolats

Les isolats purs ont été conservés en solution sporale dans des eppendorfs contenant le
milieu Potato Dextrose Broth (PDB) a 30% de glycérol et en tubes inclinés de PDA,. 4 4°C.
Nous notons que la purification a été effectuée en ensemencant quelques spores d’une colonie
fongique au centre d’une boite de Pétri contenant le PDA.

I1.1.3.4 Caractérisation morphologique

L’identification des moisissures fait essentiellement appel aux caracteéres culturaux ou
criteres macroscopiques (texture et couleur du thalle, couleur du revers de la culture, odeur,
exsudat et présence d’un pigment diffusible). Ils nous permettent de connaitre I’espece ; et a
la morphologie microscopique qui nous permet d’identifier le genre des différents isolats
fongiques (Botton et al., 1990 ; Pitt et Hocking, 2009).

= Identification du genre

La technique utilisée est celle décrite par Haris (1989). 1l s’agit de la « technique de
micro-culture ». Elle consiste a inoculer les spores de chaque isolat fongique sur des lames
menées de petits carrés/cercles gélosés de PDA,. ou de Spezieller Nahrstoffarme Agar (SNA).
Ces derniers sont ensuite couverts par des lamelles. Nous notons qu’il est essentiel
d’ensemencer les spores sur les limites périphériques de la pastille gélosée pour leur fournir,
ainsi, un potentiel d’oxygene assez élevé afin qu’elles puissent germer. L’ensemble, (lame et
lamelle), est conditionné dans une chambre stérile et humide puis incubée a 25 + 2°C pendant
3 a 5 jours. Apres la période d’incubation, les lamelles auxquelles s’adhérent le mycélium
sont transférées sur d’autres lames stériles contenant une goutte de lactophénol et observées
au microscope, aux grossissements x10, x40 et x100 avec I’huile d’émersion. Les genres sont
déterminés par les caracteres culturaux et microscopiques en se référant au manuel de Botton
et al. (1990).

Il est a noter que les caractéristiques microscopiques a observer sont, selon Djessou
(2011) :
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+ un mycélium septé/cloisonné ou non,
+ la nature du conidiophore (pinceau ou téte aspergillaire),
+ les cellules conidiogenes (bisériée ou unisériée),

une ornementation de la paroi des spores (verruqueux, échinulé, lisse, granuleux),
+ la taille et la forme des spores et conidies, et
la présence ou I’absence de zygospore.

i)

En plus des caractéristiques citées ci-dessus, les especes fusariennes requierent
d’autres aspects a étudier, notamment :

~ D’épaisseur de la paroi des macroconidies,

la forme des macro-conidies, notamment leur incurvation, que les faces dorsales et
ventrales aient la méme incurvation ou non,

la forme de la cellule apicale et de la cellule basale,

+ la présence ou I’absence des micro-conidies,

i

4

+ les microconidies en chaines ou en « fausse téte »,

+ la forme des microconidies (ovales, en aiguille, citriformes, piriformes, fusiforme,
etc),

+ le type de conidiophores (structures de production des microconidies) : monophialides
ou polyphialides, et

+ la présence ou l’absence de chlamydospores et disposition (isolées, par deux, en
chaines, intercalaires ou terminales, etc).

» Identification de I’espece

La systématique des champignons est basée principalement sur des criteres
morphologiques. En pratique, la procédure la plus utilisée est la croissance d’isolats sur un
milieu de culture approprié, ce qui permet de reconnaitre les traits caractéristiques de ces
isolats qui sont génétiquement stables et en général peu influencés par les changements
environnementaux (Verscheure et al., 2002). Cet examen permet de déterminer la vitesse de
croissance, 1’aspect et la couleur du thalle, la couleur de la partie de la colonie en contact avec
le milieu (revers) et éventuellement la coloration du milieu de culture (éventuelle présence
d’exsudats), le diametre des colonies et la présence et la couleur des sporodochies [structures
de production des macro-conidies] (Dendouga, 2010 ; Le Plat, 2012).

L’identification des especes a été réalisée par la méthode « single spore » décrite par
Pitt et Hocking (2009), avec quelques modifications. Pour ce faire, nous avons, d’abord,
préparé une suspension de conidies/spores dans 10ml d’eau distillée stérile ; 2ml de cette
suspension ont été versés dans des boites de Pétri contenant une gélose a 2% d’agar et
incubée a 25°C+2 pendant 18 a 20h. Apres la durée d’incubation, les boites ont été examinées
sous une loupe binoculaire en lumiere transmise sous grossissement X25 pour viser les
conidies en germination. Enfin, a ’aide d’une aiguille a dissection dotée d’une extrémité
aplatie et des bords aiguisés, nous avons découpé un petit carré de gélose (4 a 6mm)

Page | 43



Chapitre II Matériel et Méthodes

contenant une seule conidie en germination qui sera déposée sur différents milieux selon ce
qui suit (Figure IL.1) :

+ Malt Extract Agar (MEA) a 25°C,

+ Glycérol Nitrate Agar (G25N) a 25°C,

+ Potato Dextrose Agar acidifié (PDA) a 25°C,

+ Czapek Yeast Agar enrichi (CYA) a trois températures différentes : 5°C, 25°C et
37°C,

+ Dichloran Chloramphénicol Malt Extract Agar (DCMA) a 25°C (spécifique aux
Alternaria),

+ Dichloran Chloramphénicol Peptone Agar (DCPA) a 25°C (spécifique aux
Fusarium), et

+ Aspergillus Flavus Parasiticus Agar (AFPA) a 25°C (spécifique aux Aspergillus
flavus et Aspergillus parasiticus).

La lecture a été faite apres 7 et 14jrs en se référant aux clefs d’identification de Pitt et
Hocking (2009), de Botton et al. (1990) et aux descriptions de Leslie et Sumerrell (2006)
pour les Fusarium.

____________________________________________________________________________________
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Figure II.1 : Mode d’inoculation des milieux de culture par les différents isolats fongiques.
I1.1.3.5 Caractérisation physiologique

Les parametres physiologiques étudiés sur milieu PDA, sont la température, le pH, les
concentrations en NaCl et I’A,,. La caractérisation physiologique a concerné six souches de
I’espece F. graminearum. Cette caractérisation a été réalisée dans le but de déterminer :

+ l’effet des différents parametres sur la croissance de F. graminearum ;

+ le taux de croissance mycélienne selon différentes valeurs des principaux facteurs de
croissance ;

+ la valeur ou I’intervalle des valeurs optimales de la croissance de F. graminearum ; et
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+ la valeur ou I’intervalle des valeurs maximales et minimales de la croissance de F.
graminearum.

» Effet des températures
Le protocole en milieu gélosé est le suivant (Pitt et Hocking, 2009) :

couler le milieu PDA,. (1ml d’acide lactique dans 200ml de PDA) dans des boites de
Pétri et laisser se solidifier ;
+ ensemencer le centre de chaque boite par un une pastille gélosée de 4 a 6mm de

|

diametre contenant une conidie en germination (selon la technique Single Sporing
décrite ci-dessus) ;

+ incuber les boites a différentes températures : 5°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C,
35°C, 40°C et 45°C a l'obscurité pendant 14jrs.

= [Effet du pH

Le méme protocole décrit dans la section précédente a été effectué, mais a différentes
valeurs de pH : 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 et 11 (Wheeler et al., 1991). Les boites de Pétri ont
été incubées a 25°C a I’obscurité pendant 14jrs.

= Effetde’A,,

L’étude de I'effet de I’activité de I’eau a été réalisée selon le protocole expérimental
établi par Sempere et Santamarina (2010). Le milieu gélosé PDA a été préparé a différentes
activités d’eau (0.995, 0.98 et 0.95 : 2.5, 11 et 23.5 g de glycérol/100ml du milieu). Apres la
solidification du milieu, les boites ont été ensemencées par un petit carré gélosé de 4 a 6mm
de diametre contenant une conidie en germination de F. graminearum (selon la technique
Single Sporing : voir la section identification des espéces) et incubées a 25°C a 1'obscurité
pendant 14jrs.

« Effet de NaCl

Les différentes concentrations en NaCl étudiées sont 1%, 5% et 10%. Le protocole

réalisé est le méme que celui utilisé pour les tests physiologiques précédents (Pitt et
Hocking, 2009).

= Expression des résultats

Le diametre (dans les deux sens perpendiculaires) des colonies a été mesuré tous les
deux jours jusqu’a I’arrét total de la croissance.
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I1.1.3.6 Caractérisation mycotoxicologique
I1.1.3.6.1 Recherche des F. graminearum Chemotype DON

L’identification du pouvoir toxinogene a été effectuée uniquement pour les souches
appartenant a I’espéce F. graminearum qui sont, potentiellement, susceptibles de produire du
DON. Le présent test a été effectué par chromatographie sur couche mince (CCM). Ceci
apres une culture des souches fongiques pendant 10 a 15jrs, qui sera suivie d’une extraction
par un solvant organique adéquat et une purification sur colonne d’immuno-affinité (Puri-Fast
DON IAC de marque tecnalab).

* Culture des souches fongiques

Les isolats fongiques ont été cultivés dans des boites de Pétri en verre contenant le
milieu Glucose Yeast Extract Pepton (GYEP). La technique utilisée est celle proposée par
Boutigny en 2007. Elle consiste en de mini-cultures statiques qui se réalisent comme suit :

4

mettre 15ml du milieu GYEP dans des boites de Pétri en verre de 55mm de diametre ;
inoculer avec 1ml de 10* spores/ml ;
+ incuber a 25°C pendant 10 a 15 jrs.

4

La technique des mini-cultures statiques nous permet, non seulement, d’économiser
les solvants qui sont chers mais également le temps (10 a 15 jours contre 21 jours en cultures
classique). Tout comme, de réaliser ce test en triplicata et donc de confirmer ou d’infirmer la
toxicité de nos isolats.

» Extraction des toxines
L’extraction a été faite par I’acétonitrile visant ainsi, le déoxynivalénol comme suit :

+ a4ml de milieu de culture, ajouter 8ml d’acétonitrile ;
+ agiter vigoureusement pdt 10 a 15mn ;
+ laisser décanter.

» Purification des extraits du DON

Selon plusieurs auteurs notamment, Balzer (2003) et Tabuc (2007), la détection du
déoxynivalénol par les techniques chromatographiques nécessite une purification de cette
molécule sur colonnes. Ceci, nous permettra de séparer les molécules DON des autres
molécules dérivées (3-ADON et 15-ADON) qui sont généralement présentes en fortes
concentrations. L.e mode opératoire, est le suivant :

+ laisser les extraits et les colonnes a température ambiante pendant 15mn ;

+ diluer I’extrait de sorte que le solvant ne dépasse pas 10% ;

+ enlever le bouchon supérieur et inférieur et attacher 1’adaptateur a la colonne ;

+ attacher la seringue a I’adaptateur et mettre I’extrait (dilué, filtré et homogénéisé) ;
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+ apres élution de I’extrait a raison de 1ml/mn, rincer la colonne avec 10ml de solution
de ringage (1:10 / v:v) en deux fois a raison de 1 a 3ml/mn ;

+ al’aide d’une seringue, appliquer une pression afin d’évacuer tout le solvant restant ;

+ fermer la colonne avec le bouchon inférieur ;

+ mettre la colonne dans un tube & hémolyse et mettre 3ml de méthanol (éluant a 100%)
dans la colonne ;

+ laisser les molécules DON se dénaturer pendant 2mn ; puis,

+ retirer le bouchon pour permettre I’élution du méthanol :

+ conserver les extraits purs a -20°C jusqu’au jour de leur dosage par CCM.

= Réalisation de la plaque CCM

Plusieurs auteurs ont recommandé une élution de la molécule. Cependant, étant donné
que la toxine a été préalablement purifiée, nous suggérons, en nous appuyant sur plusieurs
tests effectués, qu’il est plus correct de faire une révélation sans 1’élution ; ceci en mettant sur
la méme plaque 50ul de chaque échantillon et du standard DON, nous permettant ainsi
d’avoir une idée primaire sur la quantité en DON produit par chaque souche. Notons que la
Chromatographie sur Couche Mince est une technique qualitative.

Les molécules DON n’étant pas fluorescentes, elles ont, donc, besoin d’une révélation
chimique par le chlorure d’aluminium, I’oxyde d’alumine ou 1’acide sulfurique ou encore le
para-anisaldéhyde (Balzer, 2003). Cette révélation induira une réaction colorée (couleur
bleue) qui nous permettra un examen visuel ou fluorométrique ou encore sous UV. Il faut
également un chauffage a 120°C pendant 7 a 10mn.

I1.1.3.6.2 Recherche du DON au niveau du substrat

Cette étape a été effectuée par chromatographie sur couche mince (CCM) apres une
extraction par un solvant organique adéquat et une purification sur colonne d’immuno-affinité
(Puri-Fast DON IAC de marque tecnalab) ; et également, par ELISA (Celer DON V; de
marque tecnalab).

= Dosage du DON par CCM

L’extraction du déoxynivalénol a été effectuée selon le protocole décrit par Tabuc en
2007, comme suit :

+ broyer finement, 50g de grains de blé ;

+ mélanger les 50g de blé avec 200ml d’acétonitrile : eau distillée + 4% de NaCl (84 :16
viv) ;

+ agiter fortement le mélange pendant 120mn (2h) ;

+ filtrer le mélange sur papier Whatman N°1.

Chaque extrait a été purifié et dosé par CCM selon le protocole décrit plus haut (veir
la section I1.1.3.7.1 : purification des extraits du DON et réalisation de la plaque CCM).

Page | 47



Chapitre II Matériel et Méthodes

= Dosage du DON par ELISA quantitative

L’extraction du déoxynivalénol a partir des grains de blé tendre (Triticum aestivum L)
differe de celle a partir des grains de blé dur (Triticum durum Desf). Dans le cas des grains de
blé dur, il faut mélanger 50g de grains broyés avec 250ml d’eau distillée ; aprés une agitation
manuelle vigoureuse pendant 15mn et la stabilité du mélange, ce dernier a été filtré. Le filtrat
a été, ensuite, dilué dans le méthanol pur a raison de 1:3 (v/v) et prét pour le dosage par
ELISA de 0.12 a 15ppm. Pour ce qui est du blé tendre, nous avons mélangé 10g de grains
broyés avec un mélange de 35ml de méthanol a 70% et 15ml d’eau distillée + 4% de NaCl.
De méme, aprés une vigoureuse agitation pendant 3 a 10mn et la filtration du mélange,
I’extrait est prét pour le dosage par ELISA de 0.04 a Sppm. Notons que les 35 extraits ont été
conservés a -20°C jusqu’au jour du dosage.

Le dosage des différents extraits de blé tendre et de blé dur a été réalisé comme suit :

+ mettre 100ul de I’enzyme de conjugaison (enzyme conjugate) dans chaque puits de
pré-mélange ;

+ ajouter S0ul de I’extrait du standard (Oppm, 0.04ppm, 0.25ppm, 1.25ppm et Sppm)
/échantillon, (avant d’utiliser I’embout, il est recommandé de le rincer de haut en bas
avec du méthanol) ;

+ transférer immédiatement 100ul du mélange dans les puits anti-DON/anticorps
correspondants (il faut un embout pour chaque puits) ;

+ incuber 10mn a température ambiante, (il faut couvrir les puits, ne pas les secouer et
ne pas prolonger le temps d’incubation) ;

+ apres incubation, verser le liquide hors des puits ;

+ remplir les puits completement avec la solution de ringage (1/10) ;

+ verser le contenu immédiatement et refaire le ringage a raison de trois fois ;

+ enlever le liquide restant en tapant la microplaque vigoureusement sur du papier
absorbant ;

+ pour le développement, mettre 100ul de la solution du développement et mixer
vigoureusement par des mouvements rotatoires pendant quelques secondes ;

+ incuber 10mn a température ambiante, (il faut couvrir les puits, ne pas les secouer et
ne pas prolonger le temps d’incubation) ;

+ mettre 50ul de la solution Stop et mixer vigoureusement par des mouvements
rotatoires quelques secondes ;

+ mesurer 1’absorbance a 450nm, (il faut faire la lecture durant les 60mn).

Il est a noter que la technique ELISA est tres rapide, elle dure uniquement 20mn.
I1.2 Seconde partie : Biocontrole de Fusarium graminearum

La seconde partie de notre travail a été réalisé dans le but de rechercher des
alternatives naturelles de lutte contre les champignons phytopathogeénes, entre autres, par la
lutte biologique. Nous étudions, dans un premier volet, les interactions entre diverses especes
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N

fongiques appartenant a différents genres. Dans un second volet, nous évaluons I’effet
antifongique des bactéries lactiques autochtones des mémes blés échantillonnés.

I1.2.1 Etude des interactions entre les especes fongiques

La présente étude est réservée au biocontrdle in vitro de F. graminearum par 1’étude
de leur interaction sur PDA,., avec plusieurs autres especes fongiques appartenant au genre
Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus et A. niger), Penicillium (P. janthinellum) et
Cladosporium (C. cladosporoides et C. herbarum). Notons que les différents agents
pathogenes et antagonistes ont été isolés des mémes biotopes au cours de la méme période.
Les essais ont été effectués en adoptant trois techniques : confrontation par contact direct,
confrontation par contact direct a distance de temps et confrontation par contact direct a
distance d’espace.

I1.2.1.1 Confrontation par contact direct

Cette technique consiste a placer dans la méme boite de Pétri deux pastilles gélosées
de 4 a 6mm, I’une portant 1’agent pathogeéne pur et 1’autre 1’agent antagoniste pur. Les deux
pastilles sont placées suivant un axe diamétral de 3cm et a équidistance du centre de la boite.
Les repiquages ont été effectués en méme temps (Benhamou et Chet, 1996). Les boites
inoculées ont été incubées a 25°C pendant sept (07) jours. Des notations de I’inhibition de la
croissance diamétrale des colonies du pathogene et des agents antagonistes ont été effectuées
apres sept jours dans les deux sens perpendiculaires. Le témoin est constitué par un repiquage
du pathogeéne seulement au centre de la boite de Pétri. La figure IL2 schématise cette
premiere technique.

Agent pathogéne 3em Agent flntagontste
~ < . AL . _ - g
A
]
I
l
Milieu PDA, .

Figure IL.2 : Confrontation par contact direct sur milieu de culture gélosé (Hibar et al.,
2005).

I1.2.1.2 Confrontation par contact direct a distance de temps

Cette expérience consiste en 1’étude d’une éventuelle inhibition de I’agent pathogene
par contact direct a distance de temps et ceci en prenant en considération le facteur vitesse de
croissance des isolats des différentes especes du pathogene et de celles de 1’antagoniste
(Hibar et al., 2005). Pour ce faire, nous avons suivi les mémes étapes que la premiere
technique (voir la section I1.2.1.1 et la Figure I1.3), mais a distance de temps comme suit :
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Agent pathogéene/Agent antagoniste
1

+ dans deux boites de Pétri, mettre, séparément, une pastille gélosée de chaque espece,
(agent pathogeéne ou agent antagoniste), suivant un axe diamétral de 3cm en
préservant la place de I’autre espece, (agent pathogéne ou agent antagoniste), vide ;

+ incuber a 25°C pendant 72 heures ;

+ apres 72h, mettre la pastille gélosée de 1’autre espece fongique dans la place vide et
incuber de nouveau a 25°C pendant 7 jours.

!

o

\ Aprés 72h '

; e 3cm N
A

ma ) = a
A a
! 1
! 1
! 1

Milieu PDA, Milieu PDA,

Figure IL.3 : Confrontation par contact direct a distance de temps (Hibar et al., 2005).

I1.2.1.3 Confrontation par contact direct a distance d’espace

N

Cette méthode consiste a repiquer 1’antagoniste et le pathogene dans deux boites
séparées ; par la suite, un assemblage a été réalis€é par superposition des deux boites,
I’antagoniste en bas et le pathogene en haut (Figure I1.4). La jonction entre les deux boites
est assurée par des couches de Parafilm afin d’éviter toute déperdition des substances
volatiles (Daami-Remadi et E1 Mahjoub, 2001). Notons que les conditions de culture sont
identiques a celles de la confrontation par contact direct sur milieu gélosé.

Milieu PDA,

Agent pathogene n

¢------- Parafilm

Agent antagoniste

Figure I1.4 : Confrontation par contact direct a distance d’espace (Hibar et al., 2005).

11.2.1.4 Taux d’inhibition

L’évaluation de I’inhibition exercée par 1’agent antagoniste sur 1’agent pathogeéne a été
estimée par le calcul du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne selon la
formule suivante (Hmouni et al., 1996) :
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I (%) =[1-(C./C,)] x100

C,: diametre moyen des colonies du pathogene en présence de 1’antagoniste ;
C,: diametre moyen des colonies pathogenes témoins.

I1.2.2 Activité antifongique des bactéries lactiques
11.2.2.1 Isolement des bactéries lactiques

La technique d’isolement est celle faite par enrichissement. Elle a été proposée par
Chen et al. en 2005 et modifiée par Dalié et al. en 2012. Elle consiste a mettre 1g de grains
de blé non broyés, de chaque échantillon, dans des tubes a essai contenant 5ml de MRS
bouillon. Les tubes ont été, ensuite, incubés en anaérobiose a 30°C. Apres 72h d’incubation,
une série de dilutions décimales a été effectuée dans 9ml d’eau peptonée stérile, ceci jusqu’a
une concentration de 10®. 100ul, de chaque dilution, ont été prélevés et ensemencés en
surface des boites de pétri contenant du milieu MRS Agar. Les boites ont été incubées a 30°C

durant 48 a 72 heures.
11.2.2.2 Purification des isolats lactiques

Dix pourcent (10%) des colonies de chaque boite ont été prises, aléatoirement, et

repiquées sur MRS bouillon et incubées a 30°C. Apres 18h d’incubation, nous avons
ensemencé les colonies en surface sur gélose MRS selon la technique des quadrants.

I1.2.2.3 Conservation des isolats lactiques

Les isolats purifiés ont été conservés a long terme afin de stopper leur développement
tout en permettant leur revivification. Elles ont été, d’abord, cultivées dans MRS bouillon
pendant 18 a 48h afin d’obtenir de jeunes cultures. Ensuite, pour chaque souche, Iml de
culture fraiche a été transféré stérilement dans des tubes Eppendorfs, additionné de 500ul de
glycérol stérile puis conservé a -20°C (Boudra et Niderkorn, 2004).

I1.2.2.4 Revivification des souches lactiques

Elle se fait dans 5ml du bouillon MRS. Chaque tube est ensemencé avec
300ul de suspension bactérienne et incubé en anaérobiose a 30°C pendant 18 a 20h
voire 24 a 48h. Nous notons qu’un ensemencement en stries sur gélose MRS, (en
anaérobiose pendant 48 a 72heures a 30°C), est nécessaire avant chaque test afin de
confirmer la pureté des isolats lactiques.

I1.2.2.5 Caractérisation morphologique
= Examen macroscopique

N

Il consiste a relever la taille, la forme, le contour et la couleur des colonies des
cultures bactériennes. Des ensemencements ont été réalisés sur plusieurs milieux de culture
sélectifs notamment MRS, M17, BHI, Slanetz et CATC afin d’identifier le genre des souches
lactiques sélectionnées et étudiées. Chaque milieu a été ensemencé par une colonie jeune de
bactérie lactique et incubé pendant 24 heures a 30°C. Au bout de 15h, les colonies de
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Streptocoques lactose-positives sont déja visibles sur M17 et Slanetz; tandis que les
entérocoques sont observables sur milieu CATC et BHI.

= Examen microscopique

Il permet de décrire la forme des cellules (batonnets ou coques) et leur mode
d’association. L’observation microscopique des cellules a été réalisée avec I’objectif a
immersion (x100). Apres I’examen des colonies a I’ceil nu sur différents milieu gélosé, les
souches lactiques ont été soumises a la coloration de Gram qui présente un double intérét :

elle permet a la fois d'observer la morphologie bactérienne (forme, taille, mode de
regroupement...) et de mettre en évidence les propriétés de la paroi (Gram+ ou Gram-).

I1.2.2.6 Caractérisation physiologique
= Croissance a différentes températures

Apres inoculation du Bouillon MRS par les cultures jeunes des souches lactiques
sélectionnées, les tubes ont été incubés pendant 24 a 48h aux températures 10°C, 30°C, 37°C,
45°C et 55°C. La croissance bactérienne est appréciée par examen des milieux. Notons que
les bactéries mésophiles poussent a 10°C, alors que les bactéries thermophiles ne le font pas
(Idoui, 2009).

» Etude de la thermorésistance

Des tubes MRS Bouillon ont été ensemencés par une culture jeune de 18 a 20h
exposés a un chauffage a 63°C pendant 30mn ; par la suite, ils ont ét€ incubés a 30°C pendant

24 a 48h. Les isolats qui ont poussé aprés ce traitement sont considérés comme
thermorésistants (Stiles et Holzapfel, 1997).

» Croissance a différentes concentrations de NaCl

Les cultures a tester ont été ensemencées sur des bouillons hypersalés a 4.5%, 6.5% et
a 9% de NaCl. L’incubation se fait a 37°C pendant 48h. L’aptitude a croitre sur ces milieux
se traduit par I’apparition d’un trouble (Guiraud, 1998).

= Croissance a différents pH

La croissance de la souche lactique a été étudiée a trois valeurs de pH 4.4, 6.5 et 9.6.
Pour ce faire, Sml de milieu MRS bouillon a différents pH ont été inoculés avec une culture
jeune. Les cultures ont été incubées a 30°C pendant 48h. Apres incubation, la croissance
bactérienne a été déterminée par I’apparition d’un trouble (Guiraud, 1998).

I1.2.2.7 Caractérisation biochimique
= Recherche de la catalase

La catalase est mise en évidence en émulsionnant la culture bactérienne a tester
dans une solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant
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sous forme de mousse traduit la décomposition de I'’eau oxygénée sous [’action de
I’enzyme a tester. Ceci refléte des bactéries a catalase positive (Adnan et Tan, 2007).

* Détermination du type fermentaire

Ce test permet d’apprécier le type de métabolisme par lequel le substrat carboné est
transformé. 1l consiste a mettre en évidence le dégagement de gaz carbonique (CO;). C’est ainsi
que nous pouvons classer les bactéries lactiques en homo ou en hétéro-fermentaires. Les
souches ont été cultivées dans des tubes contenant du bouillon MRS avec une cloche de
Durham pour apprécier la production de CO,. Apres incubation a 37°C pendant 48 heure, la
présence ou I’absence du gaz dans la cloche indique le type fermentaire (Kihal et al., 1996 ;
Hariri et al., 2009). Les souches homo-fermentaires vont produire 90% d’acide lactique et
seulement 1% de CO,; pendant que les souches hétéro-fermentaires, quant a elles, vont
produire de I’acide lactique et du CO, & proportion égale, ce qui va étre mis en évidence par la
cloche de Durham qui se remplie de gaz (Carr et al., 2002).

Ce test a été confirmé par un second test. Les souches ont été cultivées dans des tubes
contenant du bouillon MRS et la gélose blanche ; le développement d'une bactérie homo-
fermentaire ne provoque pas la discontinuité entre le milieu et le bouchon de la gélose blanche.
Le gaz produit par un métabolisme hétéro-fermentaire pousse, au contraire, le bouchon gélosé
vers le haut du tube (Boussouar, 2016).

* Hydrolyse de I’esculine

L’hydrolyse de cet hétéroside est mise en évidence sur le milieu bouillon a
I’esculine. Il a été inoculé par une culture de 24h et incubé a 30°C pendant 24 a 48h.
Une réaction positive se traduit par un noircissement du milieu dii aux sels ferriques
solubles et I’esculétine. Pour les bactéries négatives, le milieu reste inchangé bien
qu’il y a une croissance bactérienne (Belarbi, 2011).

= Utilisation du citrate

L’utilisation du citrate est détectée sur le milieu Kempler et Mc Kay (1980) apres
incubation a 30°C pendant 24 a 48h. Les colonies qui fermentent le citrate sont des colonies
bleues ou ayant un centre bleu (Citr +). En revanche, les colonies incapables de fermenter le
citrate restent blanches (Citr -) (Belarbi, 2011). Le milieu Citrate de Simmons coulé en tube
incliné a été aussi utilisé pour I’étude de I’utilisation du citrate comme seule source de
carbone par les germes. Il contient un indicateur de pH qui est le bleu de Bromothymol ; ce
qui confere au milieu une coloration verte a 1’état acide. Les germes qui utilisent le citrate
comme seule source de carbone entrainent une alcalinisation du milieu, d’ou le virage du vert
au bleu (Boussouar, 2016).
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= Utilisation de mannitol et test de mobilité

Ce test permet 1’étude de la dégradation du mannitol et la recherche de la mobilité des
bactéries. L’ensemencement a été effectué par piqure centrale en utilisant le milieu mannitol
mobilité semi-solide. Le tube est ensuite incubé a 37°C pendant 24 a 48h (Boussouar, 2016).

= Croissance sur lait de Sherman

Ce test indique ’aptitude des bactéries a pousser en présence du bleu de méthylene qui
est bleu en milieu trés oxydant et incolore en milieu réduit. Chaque culture a tester a été
ensemencée dans le lait écrémé au bleu de méthylene a 0.1% et & 0.3%. L’incubation a été
réalisée a 37°C pendant 24 a 48h. Les lactocoques réduisent le bleu de méthylene avec
coagulation ; en revanche, les streptocoques thermophiles sont sensibles a ce colorant. Ce test
porte toujours sur le systtme respiratoire des lactocoques, car vu que ce sont des
microaerophiles, ils ne vont utiliser qu’une faible partie de I’oxygene présent dans le bleu de
méthylene (3%). De ce fait, la couleur du lait (bleu) ne virera que légérement vers le blanc et
ce, contrairement aux entérocoques (aérobies) qui utilisent la totalité de I’oxygene de bleu de
méthylene (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1990).

=  Production de Dextrane

Ce test est effectué pour les isolats du genre Leuconostoc. Les souches a tester ont été
ensemencées sur la gélose MSE (Mayeux et al., 1962) et incubées a 30°C pendant 48h.
Les colonies deviennent muqueuses brillantes donnant une pellicule opaque a la surface de la
gélose (Belarbi, 2011).

=  Production d’Acétoine

La recherche de I’acétoine est testée par la réaction de Voges Proskauer (VP) apres une
culture de 24h a 30°C sur milieu Clark et Lubs (Harrigan et Mccance, 1976 ; Zourari et al.,
1991 ; Facklam et Elliot, 1995). Ceci, en ajoutant 5 gouttes du réactif VP1, (solution de soude
NaOH a 16% dans I’eau distillée), et le méme volume du réactif VP2, (alpha-naphtol a 6% dans
I’alcool a 95°). Notons qu’il faut agiter soigneusement tout en laissant les tubes ouverts pour
permettre une bonne oxygénation. Apres un temps maximal de 10mn, la présence d'acétoine se
traduit par une coloration rose en surface mais pouvant diffuser dans tout le milieu.

» Hydrolyse de I’arginine (ADH)

Elle est mise en évidence sur le milieu de Mogller ADH (Moéller, 1955 ; Harrigan et
Mccance, 1976). Nous avons ensemencé 50ul de solution bactérienne, (de chaque souche
lactique), dans un mini puits de plaque Elisa contenant 200ul de bouillon Mogller arginine,
(plus un témoin : Moéller sans arginine). Chaque puits doit €tre recouvert avec 4 a Smm d’huile
de paraffine stérile. Apres 2 a 6jrs d’incubation a 30°C, la culture dans le puits témoin se
manifeste par un virage au jaune dii a l'acidification du milieu, (métabolisme du glucose),
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(Larpent-Gourgaud et al., 1997; Carr et al., 2002). La dégradation de 1’arginine aboutissant
a la formation d’ammoniaque est révélée par une alcalinisation du milieu qui devient violet.

* Fermentation des hydrates de carbones

Il s’agit d’apprécier I’aptitude des souches a métaboliser divers substrats carbonés en
particulier les sucres. Ce test a été réalisé en tubes eppendorf contenant le bouillon MRS sans
extrait de viande et sans sucre (MRSc-ev) et additionné du pourpre de bromocrésol a raison de
0.05g/1 comme indicateur de pH (Leveau et al., 1991). Notons que le glucose du milieu MRS
est remplacé par I’hydrate de carbone a tester. Les solutions de sucres notamment mannitol,
dextrine, raffinose, xylose, mannose, galactose, levulose, inositol, thamnose, glucose, lactose,
saccharose, arabinose, sorbose, adonitol, glycerol, maltose, sorbitol, cellobiose et amidon ont
été stérilisées par tyndallisation puis introduit dans le milieu avec une concentration finale de
3%.

Une culture de 18h de la souche appropriée a été centrifugée a 8000 tr/mn pendant
15mn. Le culot récupéré a été additionné de 2ml de tampon phosphate puis, recentrifugé aux
mémes conditions pour le débarrasser des restes du milieu de culture et obtenir un culot
cellulaire pur. Cette étape a été réalisée en duplicata. Au culot, 1,5ml de milieu MRSBCM-EV
a été additionnée pour fournir la solution cellulaire servant a ensemencer les tubes eppendorfs
contenant différentes sources de carbone. La lecture des résultats se fait aprés 24 et 48h
d’incubation (Guessas, 2007). Notons que nous avons prolongé la durée d’incubation pendant 5
a 7jrs pour voir s’il n’y a pas une éventuelle fermentation tardive d’un ou de plusieurs sucres.

Le présent test a été confirmé en utilisant les galeries APISO CHL (Biomérieux, REF
50, France). Les galeries APISO CHL permettent une identification des bactéries lactiques au
niveau de I’espece et méme parfois de la sous espece sur la base de la fermentation de 49
sucres différents. Le premier micro-tube sans principe actif, sert de témoin négatif. Le
protocole de sa réalisation est le suivant :

1. L’inoculum primaire a été préparé en repiquant les souches lactiques sur MRS
bouillon et agar. Elles ont été ensuite, incubées a 30°C pendant 24h et a 37°C en
anaérobiose. Ceci dans le but de vérifier leur pureté et 1’absence d’une éventuelle
contamination. Apres le temps d’incubation, chaque tube a été centrifugé a 4000
tr/min pendant 10min a 4°C ; le culot ainsi récupéré, a été additionné a 2ml de milieu
API 50 CHL.

2. L’inoculum définitif a été préparé en deux séries de tubes a essai contenant Sml du
milieu API 50 CHL. Les étapes sont les suivantes :

+ a partir des tubes de 2ml contenant le milieu API 50 CHL, nous prélevons n gouttes et
nous les transférons dans des tubes de Sml de milieu d’ API 50 CHL (1** série) jusqu'a
obtention d’une densité DO : 0.45 (=2 Mc Farland) ;

+ a partir des tubes de Sml de la premiere série, nous prélevons 2n, (n: nombre des
gouttes initiales), et nous les transférons dans les tubes de Sml de milieu d’API 50
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CHL, (seconde série). La DOgoonm sera entre 0,08 et 0,1 ce qui correspond a 10°-
10°UFC/ml.

3. Chaque galerie est constituée de 5 bandes comprenant chacune 10 tubes numérotés.
Les étapes sont les suivantes :

+ inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite, (Ne pas inscrire
la référence sur le couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la manipulation) ;
- répartir environ 10ml d’eau distillée stérile au fond des alvéoles pour créer une
atmosphere humide ;
+ sortir les bandes de leur emballage, séparer en deux, les bandes [0-19] et [20-39] et les
déposer dans le fond de la boite d’incubation ;
+ compléter la galerie avec la bande [40-49] ;
répartir la suspension bactérienne a 1’aide d’une pipette pasteur stérile dans les 50
tubes de la galerie en se conformant aux précautions suivantes :
- incliner la galerie Iégeérement vers I’avant ;
- éviter la formation de bulles en posant la pointe de la pipette sur le coté de la
cupule ;
- remplir les cupules avec I’huile de vaseline stérile.
Incuber les galeries a 37°C

d||
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Durant la période d’incubation, la fermentation des sucres est indiquée par une
couleur jaune exceptée pour I’esculine (brun foncé ou noir). Les résultats sont lus apres 24h et
vérifiés apres 48h d’incubation. L’interprétation des résultats a été faite en utilisant la base de
données : https://lab.upbm.org/identifieur/galerie.php .

= Résistance au tellurite

La tolérance au tellurite a été recherchée sur MRS additionnée de 0,4% de tellurite de
potassium. Les boites de Pétri ont ét€ ensemencées par des stries trés serrées d’une culture
jeune de souche lactique et incubé a 37°C pendant 24h. Les souches résistantes au tellurite
donnent des colonies noires (Idoui, 2009).

I1.2.2.8 Caractérisation d’intérét sanitaire
* Test d’hémolyse

Le caractere hémolytique a été recherché par ensemencement en stries de la gélose au
sang. Apres incubation a 37°C pendant 24h, le type d’hémolyse a été examiné. Il peut étre
a-hémolytiques en présentant une couleur verte autour des colonies ; B-hémolytiques quand
nous distinguons un éclaircissement autour des colonies ou y-hémolytiques quand le milieu
reste inchangé (Idoui, 2009).

= Hydrolyse de la gélatine

La gélatinase ou collagénase est une protéase qui hydrolyse le collagéne en acides
aminés ou en peptides. Il s’agit d’'une Zn-métalloprotéase capable d’hydrolyser la B-insuline, la
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gélatine, le collagene, la caséine, I’hémoglobine et d’autres peptides biologiquement actifs (Jett
et al., 1994 ; Fisher et Phillips, 2009). L’hydrolyse de la gélatinase se fait dans un milieu a
12% de gélatine. Chaque tube a été ensemencé par piqure centrale avec chaque souche lactique
a I’aide d’une pipette pasteur, et incubé a 37°C pendant 24 a 48h. Apres la durée d’incubation,
les tubes ont été transférés a +4°C durant 2h. L’aspect liquide du milieu reflete un résultat
positif, pendant que le maintien du milieu solide démontre 1’incapacité des souches lactiques a

hydrolyser la gélatine (Huggins et Sandine, 1984).

11.2.2.9 Caractérisation technologique et enzymatique
= Cinétique de croissance

Le test de la cinétique de croissance consiste a réaliser des séries de cultures pour la
méme souche lactique et de suivre 1’absorbance (DO) de chaque série avec les intervalles de
temps suivant : Oh, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h et 72h. Pour ce faire, nous avons ensemencé
100ml de milieu MRS bouillon avec 500ul d’une culture jeune (DO ipitiale 2 620 = 0,5 Mc
Farland) ; puis nous avons réparti les 100ml dans des tubes a raison de 10ml/tube. Chaque
tube a été incubé a 37°C. Apres chaque durée d’incubation nous avons mesuré la DO a
620nm (Essid et al., 2009).

=  Pouvoir acidifiant

L’étude du pouvoir acidifiant consiste a suivre I’évolution du pH des différentes
cultures en fonction du temps et a doser simultanément, 1’acidité totale par la soude 9N
(Larpent, 1997). Pour ce faire, nous avons ensemencé 100ml de lait écrémé et reconstitué a
10%, avec 500ul d’une culture lactique jeune (DOiyiiate 2 620 = 0,5 Mc Farland). Le lait a été,
ensuite réparti dans des tubes a essais a raison de 10ml/tube et incubé a 37°C a un intervalle
de temps de Oh, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h et 72h. Apres chaque durée d’incubation, nous avons
mesuré le pH et I’acidité Dornic apres avoir titré le lait écrémé par la soude Dornic (N/9) en
présence de cinq gouttes de phénolphtaléine jusqu’au virage de la couleur au rose pale
persistant au moins pendant 10s. L’acidité est déterminée selon la formule suivante :

Acidité (OD) = VNaOH x10
Vnaon ¢ Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10ml de lait.
* Activité amylolytique

L’activité amylolytique a été effectuée en ensemencant un milieu ordinaire a base
d’amidon. L’amidon a été stérilisé par filtration sur membrane millipore (0,45um) et
additionné aseptiquement, apres refroidissement du milieu de culture a 45°C. Apres
solidification du milieu, nous avons ensemencé les souches lactiques par touche a la surface
du milieu gélosé (Olympia et al., 1995 ; Naveena et al., 2004 ; Vamanu et al., 2005). Apres
une incubation a 30°C pendant quatre jours, nous avons inondé les boites de Pétri avec une
solution d’iodo-iodurée ou lugol (10g/1 d’iode et 20g/l d’iodate de potassium) pendant 15 a
30mn. La présence d’une zone claire autour des colonies traduit une activité amylolytique
positive.
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= Pouvoir protéolytique

Le présent test a été effectué sur deux milieux qui sont MRS agar additionné de 10%
de lait écrémé stérile a 0% de MG (Vuillemard, 1986) et le milieu Yeast Milk Agar
(Thivierge, 1999). Ceci afin de mettre en évidence 1’hydrolyse de la caséine par le biais des
protéases. Sur chacun des milieux, nous avons déposé des disques stériles chargés de 10ul
d’une culture jeune. Les boites de Pétri ont ét€ incubées a 37°C pendant 48 a 72h.
L’hydrolyse de la caséine est mise en exergue par I’apparition d’une zone claire autour des
disques.

= Pouvoir lipolytique

Ce test a été réalisé sur gélose MRS additionné du Tween 80 et du Tween 20 a raison
de 1ml/100ml (v/v). Les lipases d’origine microbienne permettent de transformer les
triglycérides en glycérides partiels (mono et di- glycérides) et en acides gras (Choisy et al.,
1984). Pour ce faire, nous avons adopté la méme technique utilisée pour 1’étude du pouvoir
protéolytique (voir la section ci-dessus).

= Pouvoir texturant

Le pouvoir texturant est mis en évidence sur une gélose hyper-saccharosée. Nous
avons ensemencé chaque culture jeune en stries ; les boites ont été incubées a 37°C pendant
24 a 48h. Le pouvoir texturant se manifeste par I’apparition de colonies larges et gluantes
(Leveau et al., 1991).

= Pouvoir épaississant

Ce test a été effectué en ensemencant 10ml de lait écrémé (0% MG) reconstitué a 12%
et additionné de saccharose a raison de 12%, avec 500ul d’une culture jeune (Bourgeois et
Leveau, 1991 ; Bourgeois et Larpent, 1996). Les tubes ont ét€ incubés a 37°C pendant 24 a
48h. Notons que les isolats lactiques possédant un pouvoir épaississant, rendent le gel formé
visqueux (rhéologie visqueuse).

=  Pouvoir aromatisant

La capacité des bactéries lactiques a produire des composés aromatiques synthétisés
au cours des processus de fermentation a ét€ mise en évidence sur le lait écrémé reconstitué a
10%. Chaque tube contenant 10ml de lait a été ensemencé avec 500ul d’une culture jeune de
bactérie lactique et incubé a 37°C. Apres 24h et apres coagulation du lait, nous avons ajouté a
chacun des tubes, cinq gouttes des deux réactifs de Vogues-Proskauer VPI et VPII et laissé
les tubes se reposer durant 10mn. L’apparition d’une coloration rose persistante ou d’un
anneau rouge reflete la formation d’ar6me suite a la possession de la souche lactique d’une
voie métabolique particuliere pour la fermentation des hexoses: c’est la voie
butylénglycolique (Zourari et al., 1992).
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= Pouvoir coagulant

Nous avons ensemencé des flacons contenant 100ml de lait écrémé stérile reconstitué
a 10%, avec 500ul d’une culture jeune de bactérie lactique. Apres une incubation a 37°C
pendant 24 a 48h, nous avons mesuré le volume de lactosérum exsudé et avons noté 1’aspect
du coagulum obtenu (Bourgeois et Leveau, 1991).

= Pouvoir autolytique

Nous avons cultivé chaque souche lactique dans le tampon PBS (0,1M et pH 7,2) a
37°C pendant 18h (DO g9 = entre 0,2 et 0,5 Mc Farland). Apres la durée d’incubation, nous
avons centrifugé chaque culture a 12000g pendant 2mn, puis lavé en duplicata et ré-
suspendues de nouveau dans 1ml de tampon PBS. Les cellules suspendues ont subies une
congélation a -20°C pendant 24h. Apres décongélation, le milieu a été incubé a 37°C pendant
24h. L’activité autolytique est déterminée par le pourcentage d’abaissement et I’absorbance a

620nm, qui est définit selon la formule suivante (Piraino et al., 2008) :
AA= (Ai-At)/ Ai x 100

Ai : Absorbance initiale
At : Absorbance apres t jours d’incubation

I1.2.2.10 Etude de I’activité antifongique des bactéries lactiques

La recherche de I’activité antifongique des isolats lactiques sélectionnés a été réalisée en
trois étapes. La premiere consiste en un test qualitatif et les résultats obtenus ont ensuite été
confirmés par le deuxieme test qui est quantitatif ; la derniere est I’étude de ’activité
antifongique des métabolites extracellulaires des différentes bactéries lactiques. Dans un second
temps, nous avons déterminé la nature de ces métabolites par CCM.

= Test qualitatif (Méthode de deux stries ou double couches)

Pour la recherche de I’activité antifongique des isolats, la méthode de doubles couches
ou de recouvrement décrite par Magnusson et al. (2003) a été utilisée. Les bactéries lactiques
ont été d’abord ensemencées en deux stries de 2cm de longueur, au centre (en laissant 2 a 3cm
entre les deux stries) d’une boite de Pétri contenant 15ml de la gélose MRS, puis incubés en
anaérobiose a 30°C pendant 48h. Les colonies obtenues ont été ensuite recouvertes avec 10ml
de milieu PDA a 0,8% d’agar contenant 10° spores.ml'1 de souche fongique. Apres 72h
d’incubation a 25°C, les zones d’inhibition ont été évaluées autour de chaque strie de bactéries
selon les annotations suivantes :

(-) : Absence de zone d’inhibition autour de chaque strie ;

(+) : Zone d’inhibition par strie comprise entre 0,1 et 3% de la surface des boites de Pétri ;
(++) : Zone d’inhibition par strie comprise entre 3 et 8 % de la surface des boites de Pétri ;
(+++) : Zone d’inhibition par strie supérieur a 8% de la surface des boites de Pétri.
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» Test quantitatif (Co-culture sur milieu solide)

La méthode utilisée est celle décrite par Florianowicz (2001). 200ul d’une culture
jeune ont été prélevés et ensemencés en profondeur dans 15ml du milieu MRS. Apres
solidification du milieu de culture, un disque stérile de 6mm de diametre a été déposé a la
surface au centre, puis a €té saturé avec 10ul de suspension sporale. Les cultures ont été
incubées a 25°C et le suivi a été réalisé pendant 12 jours. Un témoin a été jugé nécessaire
pour chaque souche fongique, il s’agit, en fait, d’ensemencer la moisissure en 1’absence de la
bactérie lactique. Pour déterminer I’influence des isolats bactériens, la croissance radiale des
souches fongiques a été mesurée tous les deux jours dans deux directions perpendiculaires.
L’activité antifongique est exprimée en termes d’inhibition de la croissance de la colonie
fongique comme suit :

Inhibition (I) ou activité antifongique (A.A.F)=100 x [1- (DE / DT)]

DE : diametre de la colonie dans 1I’échantillon.
DT : diametre de la colonie dans le témoin.

= Mesure de ’activité antifongique des métabolites extracellulaires

La méthode utilisée est celle décrite par Cabo et al. en 2002 et modifiée par Dalié en
2010. 100ml du milieu MRS bouillon contenu dans des flacons de 250ml ont été inoculés
avec une culture jeune de la souche lactique & 1% (v/v). La culture a été incubée a 30°C
pendant 72 a 120h. Apres la durée d’incubation, 20ml du milieu de culture ont été prélevés et
centrifugés a 5000g pendant 20mn a 4°C puis, stérilisés par filtration (millipore 0,22pum). 2ml
du surnageant ont été prélevés et mélangés avec 15ml de milieu PDA. Le milieu obtenu a été
homogénéisé puis coulé dans une boite de Pétri. Apres solidification, 3ul de la suspension
sporale ont été€ déposés a la surface puis I’ensemble a été incubé a 25°C pendant 5 jours.

Le diameétre de la colonie de la souche fongique a été comparé a celui du témoin dans
lequel le surnageant a été remplacé par de 1’eau distillée stérile. La détermination de I’effet
antifongique des bactéries lactiques a été réalisée par la mesure de la croissance radiale des
souches fongiques tous les deux jours dans deux directions perpendiculaires. L’activité
antifongique est exprimée en termes d’inhibition de la croissance de colonie comme suit :

Inhibition (I) ou activité antifongique (A.A.F) =100 x [1- (DE / DT)]

DE : diamétre de la colonie fongique en présence du métabolite extracellulaire.
DT : diamétre de la colonie fongique témoin.

=  Détermination de la nature des métabolites extracellulaires des LAB

L’extraction et la concentration des métabolites extracellulaires des bactéries lactiques
ont été faites selon le protocole de Chen et al. (2010). Une pré-culture a été réalisée en
inoculant 10ml de bouillon MRS avec une culture bactérienne pendant 24h & 30°C. Ensuite,
ce volume a été transféré dans 100ml de bouillon MRS et incubé a 30°C pendant 72 a 120h.
Le moft de culture a été centrifugé a 10000g pendant 20 min a 4°C. Le surnageant récupéré a
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été mélangé avec du chloroforme, éthanol et/ou méthanol a une ration de 1/1 (v/v). Apres une
décantation, la solution organique a été séparée et évaporée a sec a 45°C. L’extrait sec a été
ensuite repris dans 3ml du chloroforme/éthanol/méthanol.

50ul de chaque extrait ont été déposés a 1’aide d’une micropipette sous forme de spot
a lem du bord inferieur de la plaque de CCM. Cette plaque a été, ensuite maintenue
verticalement dans une cuve de CCM contenant 100 ml de solvant. Le systeéme de solvants
utilisé étant : Chloroforme—méthanol-ammoniaque [8 : 1 : 1, v / v] (Badji et al., 2005).
L’atmosphere de la cuve a été saturée pendant deux heures, avant d’y introduire la plaque. La
chromatographie a été arrétée lorsque le front de migration du solvant arrive a 1cm du bord
supérieur de la plaque. La révélation s’est faite a 1’ceil nu, apres chauffage de la plaque CCM
a 110°C pendant 20mn en utilisant les révélateurs chimiques suivants :

d||

la ninhydrine : révélateur de la fonction amines.

+ le réactif de Molish : révélateur des sucres.

+ le chlorure de fer (FeCl) : révélateur des fonctions phénols.
+ le dichromate de potassium : révélateur des lipides.

Notons que le rapport frontal (Rf) de chaque taiche a été calculé par la formule
suivante :

Distance de migration entre le dépot et la tache

Rf =
Distance de migration entre le dépot et le front du solvant

* Analyses statistiques

L’analyse de la variance (ANOVA) a deux criteres de classification a été réalisée pour
comparer le niveau de signification entre les valeurs a p<0,05 qui sont considérées comme
significatives. Pour ce faire, nous avons utilisé le logiciel MINITAB 18.

I1.2.2.11 Activité anti-DON

Cette méthode (Kaktchman et al., 2018) a été utilisée vis-a-vis de F. graminearum
Chemotype DON. La technique consiste a mettre pour chaque LAB, 20ml du milieu gMRS
(10ml du milieu GYEP +10ml du milieu MRS) dans trois tubes de la maniére suivante :

+ Tube 1: Témoin 1, ajouter 500ul de 10* spore pour chaque souche fongique
(incubation en aérobiose).

+ Tube2: Témoin 2, ajouter 500ul de 10° de LAB pour chaque souche lactique
(incubation en anaérobiose).

+ Tube 3: Test, ajouter 500ul de 10* spore et 500ul del0® LAB (incubation en
aérobiose).
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Apres 15 jours d’incubation, la biomasse fongique formée a été éliminée par filtration.
Ensuite nous avons pesé le poids de la biomasse fongique avant et apres étuvage pendant 24h
a 60°C. Le pourcentage d’inhibition est calculé a I’aide de la formule suivante :

I(%) = (1-Cn/Co) x100

Cn : diametre moyen des colonies en présence de 1’ antagoniste.
Co : diametre moyen des colonies témoins.

Le filtrat, une fois récupéré, est passé par les mémes étapes que celles effectuées pour
I’extraction du DON a partir des souches fusariennes (voir la section I1.1.3.6.1). Les extraits
concentrés par rotavapor ont été élués par CCM. L’éluant étant un mélange de
chloroforme/méthanol (70:30 v/v). Par la suite, les plaques ont été révélées par le chlorure
d’aluminium (AICl3) apres un chauffage de 7 a 10mn a 110°C (Trucksess et al., 1984). Les
plaques une fois chauffées, le DON apparait sous éclairage ultraviolet a grande longueur
d'ondes sous la forme d'une tache de fluorescence bleue.
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Chapitre III Résultats et Interprétations

RESULTATS ET INTERPRETATIONS

II1.1 Premiére partie : Identification et caractérisation des moisissures des blés
II1.1.1 Caractérisation chimiques des blés
I11.1.1.1 Caractérisation chimiques des blés durs locaux

Les résultats mentionnés dans le tableau ci-dessous montrent que le pourcentage de
la teneur en eau des échantillons de blé dur local des trois provenances (Oum chegag, Taghit
et Tabelbala), est largement inférieur a 14%, taux maximal exigé par la réglementation
nationale et internationale. Il oscille entre un minimum de 5,94+0,25% et un maximum de
9,1443,98% pour le BDLy, entre un minimum de 4,62+0,04% et un maximum de
5,03£0,41% pour le BDL; et entre un minimum de 3,09+0,18% et un maximum de
7,05£5,49% pour le blé dur de Tabelbala (BDL;). Pour ce qui est du pH, les blés durs locaux
sont neutres, voire légerement acides : entre un pH 5,41 et 6,76 pour BDLy, pH 5,73 et 6,11
pour BDL, et pH 5,69 et 6,13 pour BDL,.

Tableau III.1 : Résultats de la caractérisation chimique des blés durs locaux.

Type de Blé Code Echt Résultats chimiques
% HR* pH
BIé dur local BDL, El 7,73£0,07 6,61
(Oum chegag) E2 6,97+0,80 6,66
E3 8,14+0,81 6,76
E4 6,48+0,33 5,54
E5 9,14+3,98 5,47
E6 6,29+0,42 5,41
E7 6,46+0,55 6
ES8 6,10+0,85 6
E9 5,94+0,25 5,56
E10 6.29+0.52 5.97
Ell 5.95+0.48 5.88
E12 6.02+0.42 6
BIé dur local BDL, E13 5.03+0.41 5.93
(Taghit) El4 4.80+£0.11 6.11
E15 4.57+0.41 5.87
El6 4.62+0.04 5.79
E17 4.65+0.50 5.73
BIé dur local BDL, E18 7.05+£5.49 59
(Tabelbala) E19 3.1240.14 5.69
E20 3.10£0.02 6.13
E21 3.09+0.18 6.05
E22 3.24+0.07 6.13

* %HR est donnée en la moyenne de trois valeurs + écart-type
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I11.1.1.2 Caractérisation chimiques des blés durs importés

Les résultats obtenus révelent que le taux de 1’humidité relative des différents
échantillons du blé dur importé de France se situe entre 6.40+0.33% et 7.97+3.98 Ils sont,
entre autre, légérement acides (Tableau I11.2).

Tableau II1.2 : Résultats de la caractérisation chimique des blés durs importés

Type de Blé Code Echt Résultats chimiques
% HR* pH
BI1é dur importé BDF E23 6.40+0.33 5.98
(France) E24 6.75+0.34 5.95
E25 6.98+0.86 6.05
E26 7.36£1.00 6.07
E27 7.97+3.98 6.35
E28 6.98+1.10 6.05
E29 7.70+£2.71 6.49
E30 7.36+1.52 6.3
E31 7.49+0.88 6.06

* %HR est donnée en la moyenne de trois valeurs + écart-type

I11.1.1.3 Caractérisation chimiques des blés tendres locaux

D’apres les résultats résumés dans le tableau IIL.3, nous constatons que les six
échantillons du blé tendre de Taghit ont une basse teneur en eau (4.33+0.32% a 7.04+0.25%)
et un pH plus ou moins acide (5.26 a 5.54).

Tableau II1.3 : Résultats de la caractérisation chimique des blés tendres locaux

Type de Blé Code Echt Résultats chimiques
%HR* pH
BIé tendre local BTL E32 4.33+0.32 5.53
(Taghit) E33 4.55+0.80 5.26
E34 4.44+0.58 5.27
E35 6.76+0.56 5.54
E36 7.04+0.25 5.47
E37 6.93+0.14 5.41

* %HR est donnée en la moyenne de trois valeurs + écart-type
I11.1.1.4 Caractérisation chimiques des blés tendre importés

Il ressorts des résultats obtenus que les échantillons du blé tendre francais sont plus
humides par rapport a ceux du blé tendre local. En effet, leur taux d’humidité relative est
entre un minimum de 6.14+£0.10% pour I’échantillon E63 et un maximum de 13.21£1.96%
pour I’échantillon ES9. Leur pH est d’un minimum de 4.25 (E49) et un maximum de 6.72
(E41). Le tableau ci-apres résume les données chimiques des 27 échantillons de BTF.
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Tableau II1.4 : Résultats de la caractérisation chimique des blés tendres importés

Type de Blé Code Echt Résultats chimiques
% HR* pH
BI¢ tendre importé BTF E38 10.48+1.02 6.63
(France) E39 8.09+1.62 6.66
E40 8.47+1.73 6.69
E41 10.34£0.11 6.72
E42 10.53+0.10 6.45
E43 10.46+0.15 6.50
E44 8.62+0.49 5.2
E45 7.72+0.05 542
E46 8.51+0.11 4.8
E47 9.34+0.78 5.35
E48 8.45+1.29 541
E49 12.29+2.64 4.25
E50 8.03£1.02 6.20
E51 8.09+0.98 6.10
E52 8.06+0.86 6.06
E53 7.88+0.01 6.09
E54 8.9240.12 6.07
E55 8.10+0.31 6.08
E56 8.68+0.10 5.80
E57 8.65+0.14 5.33
E58 8.78+0.19 5.55
E59 13.21£1.96 5.53
E60 6.51+0.03 5.68
E6l 6.38+0.11 5.77
E62 6.33+0.05 6.65
E63 6.14+0.10 5.60
E64 6.45+0.07 5.61

* %HR est donnée en la moyenne de trois valeurs + écart-type

I11.1.2 Caractérisation mycologiques des blés
I11.1.2.1 Flore fongique

Les résultats du dénombrement de la flore fongique totale de chaque échantillon des
différents blés seront donnés par milieu d’isolement (PDA et DCPA). Les différents résultats
sont donnés en la moyenne de deux valeurs + écart-type.

= Flore fongique des blés durs

L’exploitation des résultats mentionnés dans les tableaux IIL.5 et IT1.6, montrent que
les différents échantillons de blé dur sont contaminés par les especes qui appartiennent a la
flore de stockage et a celle de champ. Nous citons : Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium et Ulocladium. Le taux de contamination enregistré dans le milieu
PDA oscille en moyenne entre 0 UFC/g pour 1’échantillon El11 et 72x10? UFC/g pour
I’échantillon E2 d’Oum Chegag, entre 0.5x10% UFC/g pour E13 et 25x10* UFC/g pour E14
du blé dur de Taghit et entre 1x10* UFC/g pour I’échantillon E19 et 100x10* UFC/g pour
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I’échantillon E21 de Tabelbala ; pendant que les échantillons du blé dur importé présentent
une contamination qui varie entre un minimum de 7x10° UFC/g (E30 et E31) et un
maximum de 583.5x10* UFC/g (E27). Notons que plusieurs boites du présent milieu ont été
contaminées par Rhizopus a raison d’un pourcentage qui varie entre 50% et 100%.

Pour ce qui est du milieu sélectif DCPA, les résultats obtenus révelent une
contamination moyenne variant entre 10x10* UFC/g pour I’échantillon E11 et 12 du blé dur
d’Oum Chegag et 123.5x10° UFC/g pour I’échantillon E1 du méme blé ; alors qu’elle est
plus importante pour les échantillons du blé dur de Taghit (68x10? UFC/g pour E17 et
115%x10° UFC/g pour E15). Le blé dur de Tabelbala, quant a lui, montre un nombre de flore
fongique minimal nul pour E19 et un nombre d’unité fongique maximal de 135%x10° UFC/g
pour E18. Les échantillons du blé dur importé abritent une flore fongique moyenne entre 0
UFC/g (E26 et E28) et 89.5x10° UFC/g (E29).

Nous enregistrons la dominance des genres Penicillium et Aspergillus en nombre et
en fréquence de contamination dans les blés durs locaux suivis de Cladosporium et
d’Alternaria. Notons que les Fusarium sont représentés exclusivement par 1’espece F.
oxysporum. Les échantillons du blé dur frangais, par contre, sont dominés par les Fusarium
suivis des especes penicilliennes.

= Flore fongique des blés tendres

Les résultats obtenus, révelent que les différents échantillons de blé tendre local et
importé sont contaminés par les especes des genres suivants: Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium et Penicillium. Le taux de contamination enregistré differe d’un
échantillon a un autre et d’un blé a un autre. En effet, dans le milieu PDA, la contamination
oscille en moyenne entre 69.5x10° UFC/g pour I’échantillon E32 et 315x10? UFC/g pour
I’échantillon E37 du blé tendre local de Taghit; pendant que les 27 échantillons du blé
tendre importé de France, exposent une contamination fongique qui varie entre un minimum
de 1x10 UFC/g pour E62 et un maximum de 1199.5x10* UFC/g pour E44. De méme,
plusieurs boites du présent milieu ont ét€ contaminées par Rhizopus (Tableaux I1L.7). Le blé
tendre local est dominé par les genres Aspergillus avec un total de 523.5x10% UFC/g et
Penicillium avec un total de 497.5x10% UFC/g, suivi de Cladosporium avec un total de
45.5x10* UFC/g. Alors que le blé tendre importé est dominé par Fusarium (1452.5%107
UFC/g), Cladosporium (1083><102 UFC/g) et Penicillium (1026><102 UFC/g), suivis
d’Aspergillus (709x10? UFC/g).

Pour ce qui le concerne, le milieu DCPA nous a permis ’isolement d’une flore
fongique totale moyenne a partir du blé tendre local, qui varie d’'un minimum de 0 UFC/g
(E33) 2 un maximum de 235x10* UFC/g (E32) ; pendant que le blé tendre importé est
contaminé en moyenne entre un minimum de 0 UFC/g (E41, E53 et E54) et un maximum de
825x10° UFC/ g (E44) (Tableaux IIL.8). Les échantillons de blé tendre local sont dominés
par Aspergillus (425.5x10% UFC/g) et Penicillium (157.5x10% UFC/g), alors que ceux du blé
tendre importé sont dominés par Fusarium (2184.5x10% UFC/g), Penicillium (658.5x10°
UFC/g), Cladosporium (570x10* UFCF/g) et Aspergillus (400.5x10> UFC/g).
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Tableau II1.5 : Flore fongique totale (en moyenne) des échantillons de blé dur local et importé sur milieu PDA

Type de Blé Code
BIé dur local BDL,
(Oum chegag)

BI¢é dur local BDL,
(Taghit)

BI¢é dur local BDL,
(Tabelbala)

BIlé dur importé BDF

(France)

Echt

El

E2

E3

E4

E5

E6

E7

E8

E9

E10
El1l
El12
E13
El4
E15
El6
E17
E18
E19
E20
E21
E22
E23
E24
E25
E26
E27
E28
E29
E30
E31

Résultats mycologiques (UFC/g)*

Flore totale

57.3x10°+34.65
72x10°+15.56
62.5%10°+44.55
26x10%+7.07
40x10°+14.14
42x10°+57.98
5%10°+7.07
25%x10%+21.21
25%10%+21.21
5%10°+7.07

/
10x10°+14.14
0.5x10%+0.71
25%10°+35.36
2.5x10°+2.12
2x10°+1.41
2x10°+2.83
100 % Rhizopus
1x10°+1.41
95x10°+134.35
100x10°+14.14
100 % Rhizopus
100 % Rhizopus
8.5%10%+7.78
11.5x10%+3.54
100 % Rhizopus

583.5x10°+805.39

100 % Rhizopus
55%10%+21.21
7x10°+1.41
7%10*+7.07

Alternaria

5%10°+7.07
10x10%+0

/
1x10°+0
5%10°+7.07
0.5x10%+0.07

~

~ YN YN YN YN N N N N N~

1x10°+1.41

50x10%+70.71
20%x10°+28.28

~ YN YN YN N N N N N~

Aspergillus

5x10°+7.07
10x10°+0
11x10%+0
15%10%+7.07
/
16x10°+23.34
5x10°+7.07
25%x10%+21.21
/

~ ~ -~

/
15%10%+21.21
1.5x10%+2.12
1.5x10%+0.71

/

/

/
25%10°+35.36
25%10°+35.36

/

/
2.5%107+0.71

/

/
/
/
/

0.5x10%+0.71
/

Cladosporium

36.5%10°+6.36

25%10°+7.07

35.5x10°+36.06
/

~ YN N YN N N N N~

/
0.5x10%+0.71

/

/

/

/
20x10°+28.28
25%10%+35.36

/

N

Fusarium

/
5.5%10°+7.78
/

T e e T

/
0.5x10%+0.71

/
583.5x10°+805.39

/
5%10°+7.07
6.5x10°+2.12

/

Penicillium

11x10°+14.14
21.5x10°+0.71
16x10%+8.49
10x10%+14.14
25%10°+7.07
25%10°+35.36

/

/
25%10°+21.21
5x10°+7.07

/
10x10°+14.14
0.5x10%+0.71
10x10°+14.14
0.5x10%+0.71
0.5x10%+0.71
2x10°+2.83

/

/

/
30%x10%+42.43

/

/
6x10°+7.07
11x10°+4.24

/

/

/
50x10°+28.28

/
Tx10°+1.41

Ulocladium

~ YN YN YN YN YN YN NN N N N N~

/
0.5x10%+0.71
/

e T e e

*Le résultat est donné en la moyenne de deux valeurs + écart-type
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Tableau II1.6 : Flore fongique totale (en moyenne) des échantillons de blé dur local et importé sur milieu DCPA

Type de Blé Code
BIlé dur local BDL,
(Oum chegag)

BIé dur local BDL;
(Taghit)

BIé dur local BDL,
(Tabelbala)

BIé dur importé BDF

(France)

Echt

El

E2

E3

E4

E5

E6

E7

E8

E9

E10
El1l
E12
E13
El14
E15
El6
E17
E18
E19
E20
E21
E22
E23
E24
E25
E26
E27
E28
E29
E30
E31

Résultats mycologiques (UFC/g)*

Flore totale

123.5%10%+44.55
67x10°+5.66
111.5x10°+54.45
67.5%10%+23.34
60.5x10°+0.70
40x10%+0
40x10°+14.14
25%x10%+21.21
35%10%+7.07
20x10°+14.14
10x10°+14.14
10x10°+0
103.5x107+12.02
112x10°+14.14
115x10°+43.84
90x10°+42.43
68x10°+£96.17
135%10°+£91.92

/
9.5x10°+9.19
40x10°+56.57
112.5%10°+57.28
4.5x10°+34.65
83.5%x10°+94.05
15%10°+0

/
56x10%+19.80

/
89.5%10°+21.92
3.5x10°+3.54
8x10%+8.49

Alternaria

42x10°+12.73
15.5x10°+20.50
60x10°+42.43

~ YN YN YN N N N~

5x10°+7.07

/
20.5x10°+0.71
35%10%+49.50
10x10°+0

/
30%x10%4+28.28

/
6x10°+£4.24

/
50x10°+14.14

~ O~~~ .~~~

Aspergillus

/
0.5x10%+0.71
5.5%10°+7.78
41.5%10%£16.26
15%10°+21.21
35%10%+7.07
5x10°+7.07

~ O~~~ ~

32x10°+39.60
70x10°+14.14
25.5%10%+20.51
25%10°+35.36
26x10°+36.77
25x10°+7.07

/
3.5%x10°+4.95

/
6x10°+5.66
2x10%+2

/

/

/
11x10%+15.57

/

~ O~ ~

Cladosporium

55%10°+35.36
15%10°+7.07

10x10%+14.14
15%10%+21.21
15%10%+£21.21

/

/

/
10x10°+14.14

/

/
5%10°+7.07
15.5x10°+6.36
5%10°+7.07
20%10°+0

/

/
55%10°+77.78

/

/
40%x10%*+56.57
31.5%10°+30.41

/

~ O~~~ ~— — ~— —

Fusarium

1x10%+1.41
/

5%10%£7.07
/

N T T

75><1024_{106.07
15x10*+0
40><102J_f/0
40.5><10/2i9.19
7><102J_f9/.90

Penicillium

25.5%10°+20.50
36x10°+19.80
31x10%+1.41
1x10°+0
30.5%10%+0.71
5x10°+7.07
35%x10%+21.21

/
25%10°+7.07
20x10°+14.14
10x10°+14.14

/
56x10*+33.94
16.5x10°+7.78
34x10%425.46
55%10°+7.07
42%10°+59.40
25%10°+35.36

/

/

/
25%10°+35.36
2.5%10°+3.54
8.5%10°+12.02

/

/
5%10°+4.24

/
49x10%+12.73
3.5%x10°+3.54
1x10°+1.41

Ulocladium
/
/
/

10x10%+14.14
/

~ YN N YN N N N~

/
0.5x10%+0.71
/

R T e Y

*Le résultat est donné en la moyenne de deux valeurs + écart-type
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Tableau II1.7 : Flore fongique totale (en moyenne) des échantillons de blé tendre local et importé sur milieu PDA

Type de Blé

Blé tendre local
(Taghit)

Blé tendre importé
(France)

Echt

E32
E33
E34
E35
E36
E37
E38
E39
E40
E41
E42
E43
E44
E45
E46
E47
E48
E49
E50
E51
E52
E53
E54
E55
E56
E57
E58
E59
E60
E61
E62
E63
E64

Résultats mycologiques (UFC/g)

Flore totale

69.5%10°+95.46
106x10°+149.91
238x10°+159.81
162x10°+£214.96
176x107+248.90
315%10%*+190.92
100 % Rhizopus
122.5%10%+43.13
121x10°+83.44
250%10%+226.27
171.5%10°+19.09
36x10°+9.90
1199.5%10°+89.80
890x10°+134.35
715%10°+7.07
100 % Rhizopus
100 % Rhizopus
3x10°+4.24
221.5x10°+16.26
108.5x10°+21.92
44.5x10°+7.78
64x10°+33.94
229.5x10°+19.09
37.5%10°+45.96
10x10°+14.14
13.5x10°+19.09
27.5%x10°+34.65
5.5%10%+7.78
2x10°+1.41
11.5x10°+16.26
1x10°+1.41
35x10°+7.07
22%x10%+1.41

Alternaria

N T e L

/
1.5x10°+2.12
30x10°+14.14
20.5%10°+3.54

/

/
5%10%7.07

/
0.5x10%+0.71
1.5x10°+2.12

/
1x10%+1.41
0.5x10%+0.71
1x10°+1.41
5%10%7.07
5%10°+7.07

Aspergillus

33.5%10°+44.55
51x10%+72.12
217.5x10°+159.1
36x10°+49.50
45.5x10°+64.35
140x10%+56.57

/
56.5%10°+6.36
70x10%+42.43
70%x10°+84.85
18.5x10°+3.54
22.5%10°+27.58
50x10°+14.14
180%x10%+98.99
160x10°+8.48

/

/
2.5%10°+3.54

/

/
23.5%10°+3.54
5%10°+7.07

/
2.5%10%43.54
5%10°+7.07

/
26x10°+36.77
5.5%10%+7.78

/

/

/
5%10%7.07
6.5x10°+4.95

Cladosporium

5.5x10%+7.78

/
5%10°+7.07
15x10%+21.21
20x10°+28.28

/

/
15%10%+7.07

/
10x10°+0.
55%10°+7.07
11x10°£15.56
345x10°+63.64
105%10°+28.28

/

/

/

/
220x10°+14.14
25%10°+7.07
0.5x10%+0.71
43.5x10%+19.09
218x10°+33.94
25%10%+35.36
5x10%+7.07

~ O~~~ ~ ~

5%10°+7.07
/

Fusarium

~ O~~~ ~— ~—

/
5%10°+7.07

/
70x10°+56.57
88x10%+36.77

/
624.5%10°+181.72
280%x10%+169.71
305x10%+8.48

/

/

/

/
53.5%x10°+0.71

/
5%10°+7.07
10x10%+14.14

1x10%+1

/
/
/
/
/
/
41
/

10.5x10°+13.43

Penicillium

30.5%10%+43.13
55%10°+77.78
15.5%10%+7.78
111x10°£144.25
110.5x10°+156.27
175%10%+134.35

/
46x10%+35.36
51x10%+41.01
100x10°+84.85
10x10°+14.14
2.5x10°+2.12
180x10°+42.43
325%10%*+106.06
250%x10%+7.07

/

/
0.5x10%+0.71

/

/

/
10.5x10°+14.85
1.5x10°+0.71
5%10%7.07

/
13x10°+18.38

/

/
1x10%+0
10x10°+14.14

/
20x10°+0

/
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Tableau II1.8 : Flore fongique totale (en moyenne) des échantillons de blé tendre local et importé sur milieu DCPA

Type de Blé Code Echt Résultats mycologiques (UFC /g)
Flore totale Alternaria Aspergillus Cladosporium Fusarium Penicillium
Blé tendre local BTL E32  235x10°#49.50 5%10°+7.07 25%10%+21.21 / / 205%x10*+77.78
(Taghit) E33 / / / / / /
E34  63x10°+83.44 10.5%10%£13.44  6x10°+5.66 0.5%107+0.70 / 46x10°+63.64
E35  80.5%10°+109.60 / 21x10°+£29.70 6x10°%5.66 0.5%107+0.71 53%10%+73.51
E36  98.5x10°+135.06 6x10°+5.66 10.5x10°+£14.85  1x10°+0 / 81x10*+114.55
E37 157%x10°+91.92 20.5%10°+28.99  95x10%*+63.64 / 1x10%+1.41 40.5x10°+0.71
BIé tendre importé BTF  E38  121.5x10°+13.44 5x10*+7.07 101.5x10%+0.71 / 5%x10°+7.07 10x10%+14.14
(France) E39  48x10°+63.64 / / / 36x10°+49.50 12x10°+14.14
E40 103.5%10°+27.58 / 50.5%10°+28.99  0.5%10°+0.71 15.5%10°+20.51 37x10°+19.80
E41 / / / / / /
E42  62.5x10°+13.43 / 5%10°+7.07 / 56.5%10°+20.51 /
E43 13x10°+11.31 / 1x10°+1.41 2x10°+1.41 10x10°+14.14 /
E44  825x107°+685.89 / 50x10%+21.21 45%10°+7.07 625%10°+756.60 105x10°+84.85
E45  495x10°+42.43 / 10x10°+0 / 325%x10%+7.07 160x10%+49.50
E46  675x10°+134.35 / / 300x10°+113.14  275x10°+247.49 100x10%*+0
E47  368x10°+25.46 / 50.5%10°+28.99 / 317x10%+3.54 /
E48  322.5%10°+4.95 / 10x10°+0 / 312x10%*+4.24 0.5x10%+0.71
E49 180.5%10°+21.92 / 40x10°+7.07 / 140.5%x10°+14.85 /
E50  196.5x10°+64.35 / 5%10%+7.07 191.5x10%+£57.28 / /
E51 13.5x10°+2.12 0.5x10%+0.71 / 0.5x10%+0.71 12.5x10°+2.12 /
E52  81x10°+36.77 33.5%10°£45.96  9.5x10°+2.12 5%10°+7.07 28x10°+2.83 5%10°+7.07
E53 / / / / / /
E54 / / / / / /
E55 10.5%10%+0.71 / / / 5.5%10°+6.36 5%10°+7.07
E56 16x10°+7.07 / 0.5x10%+0.71 / 5x10°+7.07 10.5x10°+14.85
E57  33x10°+1.41 / / / / 33%x10%+1.41
E58  56x10°+7.07 / / / / 56x10%+7.07
E59  61.5x10°+27.58 10.5%10%£0.71  5x10°+7.07 15x10%+21.21 / 31x10°+1.41
E60  41.5x10°+30.41 / 0.5x10%+0.71 5%10°+7.07 5x10°+7.07 31x10%+29.70
E61 27.5%10°+20.51 / 10x10°+14.14 0.5x10%+0.71 5.5x10°+6.36 11.5x10°+12.02
E62  46x10°+48.08 / 15%10%+21.21 / 0.5%107+0.71 30.5x10°+27.58
E63 17x10*+7.07 / 6.5%10%+7.78 / 5%10%+7.07 5.5%10°+7.78
E64  55%10°+35.36 5%10°+7.07 30%x10%+42.43 5%10°+7.07 / 15%10°+7.07
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I11.1.2.2 Caractérisation morphologique

La caractérisation morphologique des différentes especes isolées est présentée sous
forme d’une fiche d’identification. Il est toutefois, judicieux de noter que certaines especes
pénicilliennes demandent d’étre confirmée, et de ce fait, elles n’ont pas été représentées en
fiches

Fiche 1 : Alternaria alternata

* Description microscopique

Les conidies sont de couler marron
foncé, en forme de massue cloisonnée
longitudinalement et transversalement.
Elles se présentent en chaines.

* Description macroscopique

Les colonies de couleur marron
grisitre et un revers marron a noir,
atteignent sur MEA 40 a 43mm de
diametre.  Elles sont planes et
floconneuses.

Sur CYA, elles couvrent toute la
boite de Pétri en présentant le méme
aspect et la méme couleur que les colonies
sur milieu MEA. A 5°C, cette espece croit
tardivement pour atteigne 16mm de
diametre apres 15 jours d’incubation. A
37°C, elle couvre toute la boite de Pétri,
son mycélium est de couleur blanche
devenant gris foncé.

Sur DCMA, A. alternata présente

des colonies noires et planes avec un
revers noir. Elles atteignent Figure II1.1 : Alternaria alternata. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C)
culture sur CYA a25°C ; (D) culture sur CYA a 37°C;
(E) culture sur DCMA ; (F) culture sur G25N.

moyennement, 27mm de diametre apres 7
jours d’incubation.

Sur milieu G25N, le mycélium des

colonies est dense, de couleur marron
clair et d’un revers beige. Elles ont un
diametre moyen de 25mm.
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Fiche 2 : Alternaria infectoria
* Description microscopique

Le critere spécifique caractérisant
les Alternaria est la forme de leurs
grandes conidies cloisonnées
longitudinalement (1 septum) et
transversalement (5 a 7 septa). Les
conidies bourgeonnent a travers un ou
plusieurs pores de la paroi du
conidiophore en chaines simples ou
ramifiées ; ces conidies pluricellulaires
sont brunes, en forme de massue avec un
rostre (prolongement) apical.

* Description macroscopique

Sur milieu MEA, les colonies ont
une croissance relativement rapide ; elles
sont veloutées et rases avec une périphérie
vert foncé, brun-gris a noires. Le revers
est marron foncé a noir. Ces colonies ont
un diametre de 43,5 a 53mm.

Sur milieu CYA, elles atteignent
un diametre de 27,5 a 34mm ; elles sont
veloutées et présentent un mycélium
dense de couleur brun-gris. Le revers est
brun-noir. A 5°C et aprés 7jrs
d’incubation,  cette  espece  germe
uniquement. A 37°C nous enregistrons
des colonies de 5 a 20mm de diametre.

Les colonies sur G25N ont un
diametre de 9,5 a 10,5mm, de couleur
marron foncé et produisent un pigment
marron qui diffuse la gélose.

Figure II1.2 : Alternaria infectoria. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C)
culture sur CYA ; (D) culture sur DCMA ; (E) culture sur
G25N.
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Fiche 3 : Aspergillus clavatus.
* Description microscopique

Les conidiophores se renflent a
leur extrémité terminale formant une
vésicule aspergillaire ellipsoidale étroite
qui porte des phialides tres serrées.

* Description macroscopique

Les colonies ont sur CYA et MEA,
un diametre de 40 a 45mm avec un
mycélium blanc qui devient turquois
grisatre sur MEA et beige a marron claire
sur CYA. Le revers des colonies est pale
sur les deux milieux. Pas de croissance a
5°C. A 37°C, les colonies atteignent
50mm de diameétre ; le mycélium est blanc
avec des spores bleu gris. Le revers est
vert jaune.

Les colonies sur G25N sont de
24,5 a 30,5mm de diametre, floconneuses
et blanches avec un revers de couleur
pale.

Figure II1.3 : Aspergillus clavatus. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C)
culture sur CYA a 25°C ; (D) culture sur CYA a 37°C;
(E) culture sur G25N.
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Fiche 4: Aspergillus fischerianus
(téléomorphe: Neosartorya fischeri:)

* Description microscopique

Les conidiophores incolores se
terminent par une téte aspergilliere
unisériée pyriforme. Les phialides sont
portées sur la moitié supérieure de la
vésicule aspergilliere. Les conidies ont
une forme sub-sphéroidale a ellipsoidale.

* Description macroscopique

Les colonies sur MEA de 38 a
44mm de diametre, sont basses et
clairsemées. Le mycélium blanc devient
jaune pale puis brun cannelle ; le revers
est jaune brun paile.

Les colonies sur CYA atteignent
51 a 54mm de diametre. Elles sont planes,
clairsemées, de couleur blanche a jaune
pale avec un revers pale a brun rosé au
centre. Pas de croissance a 5°C. A 37°C,
les colonies couvrent l'ensemble de la
boite de Pétri, elles sont planes présentant
des lignes concentriques. Leur mycélium

est blanc grisatre avec un revers pale.

Les colonies sur G25N sont de
20,5 2 24mm de diametre ; le mycélium
est de couleur beige saumon avec un
revers jaune pale.

Figure II1.4 : Neosartorya fischeri. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C)
culture sur CYA a 25°C ; (D) culture sur CYA a 37°C;
(E) culture sur G25N.
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Fiche 5 : Aspergillus flavus
* Description microscopique

Les Conidiophores portent a la fois

les métules et les phialides, mais chez
certains isolats les tétes portent seulement
des phialides. Leurs conidies sont
globuleuses a sub-globuleuses, lisses
voire légerement rugueuses, de couleur
vert olive.

* Description macroscopique

Cette espece se caractérise par la
couleur jaune vert ou jaune olive, mais
parfois jaune pur, puis devient verdatre
avec ’age. Les sclérotes sont produites
par plusieurs isolats d’A flavus. D’abord,
elles sont blanches puis deviennent brunes
foncé voire rougeatre ou noires.

Les colonies sur MEA atteignent
41 a 51mm de diametre, de couleur jaune
verdatre ou vert pistache.

Sur CYA a 25°C, elles atteignent
33 a 60mm de diametre et parfois plus,
elles présentent des couleurs similaires
aux colonies sur MEA ou PDA. Pas de
croissance a 5°C. A 37°C, elles sont
semblables a celles sur CYA a 25°C, mais
plus veloutée avec des conidies vertes
olive et d’abondants sclérotes observées
chez certaines souches.

Les colonies de couleur jaune
poussin et de revers transparent,
atteignent, sur G25N, un diametre de 25 a

Figure IIL5 : Aspergillus flavus. (A) aspect

microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ;
40mm. (C) culture sur CYA ; (D) culture sur PDA ; (E) culture
sur G25N ; (F) culture sur APFA.

Sur milieu Aspergillus Flavus

Parasiticus Agar (APFA), le revers de la
colonie est de couleur orange
caractéristique de cette espece.
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Fiche 6 : Aspergillus fumigatus
* Description microscopique

Les conidiophores s’élargissent
pour donner des vésicules piriformes
unisériées portant des conidies sphériques.

* Description macroscopique

Les colonies sur MEA atteignent
46 a 50,5mm de diametre, elles sont
planes, denses et veloutées présentant des
conidies bleu-vert ou bleu-turquois
foncé avec un revers pale ou incolore.

Les colonies sur CYA présentent
un diametre moyen de 42,5mm. Elles sont
planes, denses et veloutées présentant des
rides. Le mycélium est de couleur bronzée
a saumon avec des conidies bleu-vert et
un revers pale. Pas de croissance a 5°C. A
37°C, les colonies couvrent I’ensemble de
la surface de la boite de Pétri et
apparaissent identiques aux colonies a
25°C, mais avec des conidies plus
sombre, d’un gris verdatre voire d’un gris
souris.

Les colonies sur G25N ont un
diametre allant de 4 a 5mm et chez
certaines souches, nous n’enregistrons que

la germination des spores.

Figure I11.6 : Aspergillus fumigatus. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D et
E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 7 : Aspergillus japonicus.
* Description microscopique

La téte aspergillaire est strictement
unisériée. Les phialides couvrent la moitié
supérieure de la vésicule. Les conidies
sont petites, de forme sphériques a
ellipsoidales.

* Description macroscopique

Le diametre des colonies sur MEA
varie entre 58,5 a 63mm. Elles sont
planes, de couleur vert trés foncé voir

grisatre. Le revers est clair a creme.

Le diametre des colonies sur CYA
a 25°C est de 78mm. Elles présentent un
mycélium blanc qui devient pourpre brun
avec 1’age et produisent des conidies vert
foncé grisatre. Le revers est incolore a
brun péle avec 1’age. Pas de croissance a
5°C. Les Colonies a 37°C ont une
croissance rapide, leur diametre dépasse
60mm. Elles apparaissent pourpre brun.

Les colonies sur G25N ont un
diametre compris entre 10,5 et 12,5mm,
elles sont de couleur creme

Figure IIL.7 : Aspergillus japonicus. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D et
E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 8 : Aspergillus nidulans
(téléomorphe : Emericella nidulans)

Emericella est un téléomorphe
d’Aspergillus caractérisé par la formation
de cléistotheces blanc entouré par les
cellules Hiille (paroi épaisse réfringente
comme cellules chlamydoconidia) et
produisant des ascospores violets (Pitt et
Hocking, 2009).

* Description microscopique

Les conidiophores naissent a partir
de courtes ramifications et portent a la
fois les métules et les phialides (téte
bisériée). Les conidies produites ont une
couleur vert foncé. Nous enregistrons la
production des cellules Hiille marron
voire rouge brique.

* Description macroscopique

Les colonies ont sur MEA, un
diametre de 45 a 60mm. Elles sont planes
et veloutées avec d’abondantes conidies
vert foncé ou violettes. Le mycélium est
blanc et le revers est brun pale.

Les colonies sur CYA ont un
diametre de 43 & 45mm, planes,
moyennement dense. Le mycélium de
couleur beige foncé est clairsemé avec des
cléistotheces blancs ; le revers est pale.
Pas de croissance a 5°C. A 37°C, les
colonies allant jusqu'a 70mm de diametre
(55 a 70mm) sont de couleur beige
jaunatre et présentent de légers traits
concentriques en abondance. Le revers est
de couleur marron clair.

Les colonies sur G25N ont un
diametre de 7 & 15mm et présentent un
mycélium faible ; le revers est pale.

Sur PDA, les colonies sont de
couleur vert moutarde; elles ont un
diametre qui oscille entre 13 et 16,5mm
apres 7 jours d’incubation.

Figure II1.8 : Emericella nidulans. (A) aspect

microscopique ; (B) culture sur MEA ; (C, D) culture sur
CYA ; (E) culture sur G25N ; (F) culture sur PDA.
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Fiche 9 : Aspergillus niger
* Description microscopique

Les conidiophores se terminent par
une grande vésicule bisériée portant des
métules et des phialides sur toute sa
surface. Cette derniere est globuleuse de
couleur brun foncé. Les conidies sont
globuleuses a sub-globuleuses, elles
apparaissent brun foncé a noir avec une
paroi rugueuse.

* Description macroscopique

Les colonies sur MEA varient
entre 48 a 50,5mm de diametre ;
généralement, elles sont plus petites que
les colonies sur CYA. Elles ont un aspect
de velours, blanches cotonneuses au
départ, devenant poudreuses avec
'apparition de spores noires charbon. Le
revers est blanc.

Les colonies sur CYA a 25 et a
37°C ont un diametre de 55 a 60mm voire
plus couvrant ainsi, 1'ensemble de la boite
de Pétri, elles sont plates, veloutées, de
couleur brun foncé a noir et leur revers est
pale. Pas de croissance a 5°C. Des traits
concentriques sont visibles sur les
colonies sur les deux milieux MEA et
CYA.

Les colonies sur G25N atteignent
30 a 33,5mm de diametre, elles sont
veloutées, blanches a jaune pale au centre
avec un revers pale.

Figure IIL9 : Aspergillus niger. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D et E)
culture sur CYA ; (F) culture sur G25N
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Fiche 10 : Aspergillus niveus
* Description microscopique

Le conidiophore se renfle a son
extrémité terminale formant une petite
vésicule 1égerement allongée. A partir de
cette vésicule hémisphérique se forment
des phialides portées par des métules qui
sont formées sur les deux tiers de la téte
aspergillaire.

* Description macroscopique

Sur MEA, les colonies atteignent
un diametre moyen de 38mm. Elles sont
planes et présentent une texture
granuleuse avec des spores vertes. Le
thalle est de couleur créme.

Sur CYA a 25°C, A. niveus
présente des colonies de 19 a 21,5mm,
blanches a crémes avec un centre jaune
clair et un thalle plane. A 5°C, elle ne
croit pas et a 37°C la colonie est a thalle

blanc atteignant un diametre de 10 a
13mm.

Sur G25N, les colonies présentent
un diametre de 31,5 a 34,5mm, planes de
couleur blanche.

Figure II1.10 : Aspergillus niveus. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D et
E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 11 : Aspergillus oryzae
* Description microscopique

Aspergillus oryzae possede une
petite téte conidienne bisériée qui produit
des conidies globuleuses jaunes a paroi
lisses.

* Description macroscopique

Sur MEA et CYA, les colonies ont
un aspect cotonneux tres dense, de
couleur blanche clairsemé d’un jaune tres
pale. Elles atteignent entre 37,5 et 5S0mm
de diametre. A 37°C, les colonies sont
plus petites, de couleur jaune moutarde et
présentent de légers traits concentriques.
Leurs revers est blanc. Notons que cette
espece ne croit pas a 5°C.

De méme, sur PDA et G25N, les
colonies ont un aspect cotonneux, de
couleur blanche. Leur diamétre moyen est
de 23mm sur PDA et 12mm sur G25N
apres 7 jours d’incubation a 25°C.

Figure IIL.11 : Aspergillus oryzae. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C)
culture sur CYA a 25°C ; (D) culture sur CYA a 37°C ;
(E) culture sur PDA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 12 : Aspergillus parasiticus
* Description microscopique

Les conidiophores formées a partir
de longues hyphes, portent des vésicules
sphériques sur plus des trois quarts de leur
surface. La téte aspergilliere de cette
espece est unisériée et produit de grandes
conidies globulaires verruqueuses.

* Description macroscopique

Les colonies ont sur MEA, un
diametre qui oscille entre 57,5 et 60mm.
Elles sont denses, de couleur vert jaunatre
devenant vert olive foncé avec 1’age.

Les colonies sur CYA atteignent
57,5 a 60mm de diametre; elles sont
planes, denses et veloutées. Le mycélium
est de couleur jaune tres vif puis devient
vert olive avec I’age. Les spores sont tres
abondantes, de couleur vert jaunatre
foncé. Le revers est incolore ou brun. Pas
de croissance a 5°C. A 37°C, les colonies
couvrent la totalité de la surface de la
boite de Pétri, et sont semblables aux
colonies a 25°C mais parfois, avec des
conidies vert plus foncé ; leur revers est
pale. Quelques souches peuvent produire
des sclérotes marron claire.

Les colonies sur G25N ont un
diametre de 24,5 a 35,5mm. Le mycélium
blanc a jaune est faible et veloutée ; apres
14jrs d’incubation, elles ressemblent a
celles cultivées sur CYA. Le revers est
incolore.

Figure IIL.12 : Aspergillus parasiticus. (A)
aspect microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ;
(C, D et E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N ; (G)
sclérotes sur CYA a 37°C.
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Fiche 13 : Aspergillus sydowii

* Description microscopique

A. sydowii présente une téte
aspergilliere sub-globuleuse bisériée, elle
produit des  conidies  globuleuses
échinulées. Les métules et les phialides
couvrent les deux tiers de la vésicule
conidienne.

* Description macroscopique

Les colonies sur MEA sont d’un
diametre de 30 a 34,5mm, elles sont
planes, denses, légerement floconneuses
donnant un aspect de velours avec des
traits concentriques bien visibles. Le
mycélium est blanc devenant bleu foncé
avec la production d’exsudats marron
orangé, leur revers est beige.

Sur CYA a 25°C, les colonies d’A.
sydowii ont le méme aspect que celles se
développant sur MEA. A 5°C cette espece
ne croit pas et a 37°C elle attient 11 a
15mm de diameétre, ayant une couleur
gris.

Sur G25N, les colonies ont un
diametre moyen de 25mm. Elles sont
planes, de couleur blanche avec un revers
blanc.

Sur PDA, les colonies sont
planes et veloutées, de couleur bleue tres
foncé grisatre. Elles présentent un
diametre qui oscille entre 11,5 et 14mm.

Figure I11.13 : Aspergillus sydowii. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C)
culture sur CYA a 25°C ; (D) culture sur G25N ; (E)

culture sur PDA.
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Fiche 14 : Aspergillus terreus (Aspect 1)
* Description microscopique

Les conidiophores se terminent
avec des vésicules cylindriques bisériées
comportant des métules sur les deux tiers
de leur surface. Les conidies sont tres
petites, de forme sphérique et a paroi
lisse.

* Description macroscopique

Les colonies sur MEA présentent
un diameétre qui varie entre 44 et S0mm,
elles sont trés denses. Le mycélium est
blanc avec des conidies bruns rosé pale ou
bruns cannelle.

Les colonies sur CYA atteignent
51 a 60mm de diametre, ridées et
veloutées. Leur mycélium est blanc
jaunatre au centre devenant brun cannelle
avec 1’age. Les conidies sont de couleur
jaune claire et le revers est pale. Pas de
croissance a 5°C. A 37°C, elles atteignent
50 2 70mm de diametre. Leur apparence
est similaire a celles sur CYA a 25°C.

Sur G25N, elles atteignent entre 39
et 44,5mm de diametre. Elles sont planes,
irrégulicrement ridée et éparses, de
couleur beige.

Figure I11.14 : Aspergillus terreus. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D et
E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 15 : Aspergillus terreus (Aspect 2)

* Description microscopique

Les conidiophores sont bruns
cannelle, se terminent par des vésicules
sphériques, fertiles sur la quasi-totalité de
leur surface. Elles portent a la fois les
métules et les phialides. Les conidies
brunes sont sphériques a sub-sphériques.

* Description macroscopique

Les colonies sur MEA atteignent
une moyenne de 39mm de diametre. Elles
sont planes, relativement denses et
veloutées. Le mycélium blanc dont la
production des conidies est abondante,
présente une couleur marron cannelle. Le
revers est orange pile a orange brun avec
I’age.

Les colonies sur CYA, ont un
diametre qui varie entre 39,5 et 41mm.
Elles sont planes, ridées et floconneuses.
Le mycélium est blanc a jaune péle. Les
conidies sont modérées, de couleur jaune
grisatre. Le revers est pdle. A 5°C il y a
une germination et la formation de
microconidies de 9 a 10mm de diametre.
A 37°C, les colonies dépassent 60mm de
diametre et présentent le méme aspect que
celles a 25°C.

Sur G25N, elles sont de 13,5 a
19mm  de diametre, planes et
blanches avec un revers incolore.

Figure I11.15 : Aspergillus terreus. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D et
E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 16 : Aspergillus ustus
* Description microscopique

Le conidiophore se renfle a son
extrémité terminale formant une vésicule
sphérique. A partir de la vésicule se
forment des phialides par l'intermédiaire
de métules. Les phialides forment des
conidies unicellulaires, basipétales
disposées en chainettes.

* Description macroscopique

Les colonies sur MEA, atteignent
un diametre allant de 31 a 33,5mm. Elles
présentent un mycélium plane et dense, de
couleur brun grisitre avec des lignes
concentriques bien marquées et un cercle
noir. Leur centre est légeérement surélevé.

Leur diametre atteigne, sur CYA a
25°C, 35 a 395mm apres 7jrs
d’incubation. Elles présentent une couleur
marron grisatre. Elles sont clairsemées de
spores grises brunatre. A 37°C, les
colonies présentent le méme aspect que
celui des colonies incubées a 25°C mais
avec un diametre dépassant 50mm. A 5°C,
nous notons la germination des spores.

Sur G25N, les colonies sont
blanches avec des conidies jaunes
brunitre denses. Elles présentent des
lignes  concentriques marron  bien
marquées. Elles ont un diametre allant de
44 a 46mm apres 14jrs d’incubation.

Figure II1.16 : Aspergillus ustus. (A) aspect

microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D et
E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 17 : Cladosporium cladosporioides
* Description microscopique

Les conidies sont a paroi épaisse,
de couleur brun péle olive. Les plus
grandes ne sont pas cloisonnées ou
individuellement cloisonnées, a paroi
lisse ; alors que les petites ne sont pas
cloisonnées, de forme ellipsoidale a
apiculée avec des parois lisses a finement
rugueuse.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA et MEA
atteignent 25 a 40mm de diameétre, faible
et denses, légerement ridées, veloutées en
surface et 1égerement floconneuses. Elles
sont de couleur vert olive ; le revers est
gris bleuatre voire noir. A 5°C, elles ne
dépassent pas 2mm de diametre. Pas de
croissance a 37°C

Les colonies sur G25N, atteignent
5 a 12mm de diametre. Elles sont
légerement bombées au centre, veloutée,
de couleur similaire a celle sur CYA a
25°C ; le revers est noir bleuatre.

Figure II1.17 : Cladosporium cladosporioides.
(A) aspect microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA
; (C) culture sur CYA ; (D) culture sur G25N
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Fiche 18 : Cladosporium herbarum
* Description microscopique

La structure des conidiophores est
faiblement et irrégulierement ramifiées,
ils sont dendritiques, portées sur de longs
stipes sombres. Les conidies ellipsoidales
a cylindroides, présentent des extrémités
parfois irrégulieres en raison de cicatrices
de bourgeon, elles ne sont pas cloisonnées
a I’exception des grandes conidies qui
présentent une a deux cloisons. Elles sont
brunes pale avec des parois rugueuses.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA et MEA
atteignent 18 a 32mm de diametre. Elles
sont veloutées a floconneuses, plates,
ridées et de couleur olive avec un revers
gris olive a vert foncé grisatre. A 5°C, les
colonies atteignent 1 2 2mm de diametre.
Pas de croissance a 37°C.

Les colonies sur G25N sont de 5 a
10mm de diametre, elles sont clairsemées
a denses et profondes, de couleur
légerement plus pale que celles sur CYA.

Figure II1.18 : Cladosporium herbarum. (A)
aspect microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ;
(C) culture sur CYA 2 25°C ; (D) culture sur CYA 2
5°C; (E) culture sur G25N
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Fiche 19 : Fusarium equiseti var.
compactum

* Description microscopique

Les macro-conidies de cette espece
sont bien distinctes, longues et
visiblement incurvées présentant 3 a 7
cloisons (en moyenne 5). La cellule basale
se présente sous forme de pied et la
cellule apicale est tres longue et bien
courbée. Les  micro-conidies  sont
absentes. Les chlamydo-conidies sont
abondantes et naissent en chaine au
niveau du thalle, elles ont une paroi
épaisse. Le thalle est cloisonné.

* Description macroscopique

Sur le milieu CYA, PDA et/ou
MEA a 25°C, cette espece croit
rapidement atteignant en moyenne 44 a
50mm de diamétre voire envahissant toute
la surface de la boite de Pétri. Elle
présente un mycélium blanc qui devient
brun tres pale avec 1’dge, dense et
floconneux. A 37°C absence de croissance
et a 5°C, nous enregistrons la croissance
de colonies de 13mm de diamétre en
moyenne apres 15jrs d’incubation. Le
revers est incolore sur les trois milieux.

Sur DCPA, les colonies paraissent
moins denses, de couleur saumon pale et
d’un revers incolore.

Sur G25N, les colonies ont une
croissance lente, elles atteignent
moyennement, 15mm de diametre apres
15jrs d’incubation.

Figure II1.19 : Fusarium equiseti var.

compactum. (A) Macroconidies (Gx100) ; (B)
Chlamydoconidies (Gx100) ; (C) culture sur MEA ; (D)
culture sur CYA ; (E) culture sur DCPA.
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Fiche 20 : Fusarium graminearum
* Description microscopique

F. graminearum ne produit que les
macro-conidies. Ces dernieres ont un
aspect fusiforme, droit a légerement
courbé. La cellule apicale ou terminale est
longue et pointue et la cellule basale est
en forme de pied. Elles ont moyennement,
5 cloisons (entre 3 et 7 septa).

* Description macroscopique

Sur CYA, F. graminearum croit
sur toute la surface de la boite de Pétri, le
thalle est dense et floconneux, d’une
couleur jaune pale, et un revers pile. A
5°C, cette espece atteint un diametre de 15
a 30mm aprés 14jrs d’incubation et ne
croit pas a 37°C.

Sur MEA, elle croit sur toute la
surface de la boite de Pétri, le mycélium
est dense et tres floconneux, de couleur
variée : rose, grenat a rubis avec un centre
grenat brun et un revers orange bruntre a
jaune brundtre parfois plus pale sur les
marges.

La colonie croit moins rapidement
sur le milieu G25N en atteignant 46 a
50mm de diametre apres  14jrs
d’incubation.

Sur PDA, la colonie de F.
graminearum d’un aspect floconneux et
dense, croit sur toute la surface de la boite
de Pétri. Le mycélium est d’une couleur
rose a grenat brunitre au centre avec des
sporodochies jaunes. Le revers est de
couleur rubis a rubis foncé au centre.

Sur milieu DCPA, la colonie d’une
couleur saumon treés pale est floconneuse
avec un revers pale.

Figure II1.20a: Fusarium graminearum (Aspect
1). (A) aspect microscopique (Gx100) ; (B) culture sur

MEA ; (C) culture sur CYA ; (D) culture sur PDA ; (E)
culture sur G25N ; (F) culture sur DCPA.
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Figure IIL.20b: Fusarium graminearum
(Aspect 2). (A) culture sur MEA ; (B) culture sur

CYA ; (C) culture sur PDA ; (D) culture sur G25N ; (E)
culture sur DCPA.

Figure IIL.20c: Fusarium graminearum (Aspect

3). (A) culture sur MEA ; (B) culture sur CYA ; (C)
culture sur PDA ; (D) culture sur G25N ; (E) culture sur
DCPA.
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Fiche 21 : Fusarium oxysporum
* Description microscopique

Les micro-conidies sont trés
abondantes, fusiformes produites en
fausses tétes sur des monophialides
courtes et robustes.

* Description macroscopique

F. oxysporum présente sur CYA
une colonie floconneuse et moins dense,
de couleur blanche grisatre et un revers
pale. A 5°C, elle germe et forme des
micro-colonies ; pendant qu’elle atteint 5
a 15mm de diametre a 37°C apres 7jrs
d’incubation.

Sur MEA, la colonie présente un
thalle floconneux, blanc grisitre avec un
revers jaune et des rayons pourpres
foncés. Un pigment jeune diffuse sur la
gélose.

Sur G25N, la colonie atteint un
diametre de 12 a 16mm aprées 7 jrs
d’incubation et 33 a 35mm apres 14jrs
d’incubation.

Sur PDA, la colonie est blanche a
violet pale, dense et floconneuse et le
revers est violet trés foncé au centre.

Sur DCPA, la colonie est tres
basse avec un revers transparent.

Figure IIL21 : Fusarium oxysporum. (A) aspect

microscopique (micro-conidies Gx100) ; (B) culture sur

MEA ; (C) culture sur CYA ; (D) culture sur PDA ; (E)
culture sur G25N ; (F) culture sur DCPA.
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Fiche 22 : Fusarium poae
* Description microscopique

Les macro-conidies sont
généralement courtes avec 3 cloisons et
parfois 5 cloisons. Elles sont 1égérement
courbées avec une cellule basale en forme
de pied et une cellule apicale courbée. Les
micro-conidies sont trés abondantes,
produites en masse. Elles sont napiforme
avec une papille et entre 0 et 1 cloison.
Sur le mycélium, elles se regroupent en
grappes sur de courtes monophialides.

* Description macroscopique

Sur milieu CYA a 25°C, les
colonies présentent un mycélium blanc
qui couvre toute la boite de Pétri. A 5°C,
cette espece forme des colonies de 7mm
de diametre. Par contre, elle ne croit pas a
37°C.

Les colonies sur MEA sont plus
denses, de couleur blanche a rose pale
avec un revers pale. Elles atteignent

60mm de diametre voire plus.

Sur PDA, les colonies croient
moins rapidement pour atteindre un
diametre moyen de 6lmm apreés 7jrs
d’incubation. Le mycélium est dense,
floconneux, de couleur rose pale.

Sur DCPA, les colonies sont
moins denses de couleur saumon tres pale
et un revers pale. Elles atteignent 50 a
55mm de  diametre apres  7jrs
d’incubation.

Sur G25N, cette espece présente
une vitesse de croissance trop lente, elle
aboutit 2 20mm de diametre apres 7jrs
d’incubation.

[Figure II1.22 : Fusarium poae. (A) micro-conidies
in situ (Gx100) ; (B) macro et micro-conidies (Gx100) ;
(O) culture sur MEA ; (D) culture sur CYA ; (E) culture
sur DCPA (F) culture sur PDA ; (G) culture sur G25N.
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Fiche 23 : Fusarium solani
* Description microscopique

Les macro-conidies sont robustes
avec 5 cloisons en moyenne. La cellule
apicale est émoussée et arrondie et la
cellule basale arrondie est en forme de
pied. Les micro-conidies sont fusiformes.
Les chlamydoconidies sont produites en
paires

* Description macroscopique

La colonie sur CYA, MEA, PDA
et DCPA couvre toute la boite de Pétri.
Elle présente une couleur et un revers pale
sur CYA. Au centre, est formée une
masse creme de spores. De 1€gers rositres
exsudats diffusent la gélose. Cette espece
ne croit pas a 5°C et atteint 33 a 39mm de
diametre a 37°C en présentant une couleur
creme.

Sur MEA et PDA, le mycélium de
la colonie est faible a modérément épais,
funiculeux, de couleur violet pale avec
des sporodochies jaunes verdatre qui
virent avec le temps au vert vif. Un
exsudat jaune orange diffuse la gélose.

Sur G25N, la colonie est blanche
jaunatre au centre avec un revers pale.

Sur DCPA, la colonie présente un
mycélium clairsemé avec un anneau
annulaire au centre et des sporodochies
creme. Le revers est jaune pale.

Figure II1.23 : Fusarium solani. (A) macro-
conidies (Gx100) ; (B) macro et microconidies (Gx100) ;
(C) culture sur MEA ; (D) culture sur CYA ; (E) culture
sur DCPA (F) culture sur PDA ; (G) culture sur G25N.
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Fiche 24 : Fusarium subglutinans
* Description microscopique

Les macroconidies sont
légerement courbées se présentant avec 3
a 5 cloisons. La cellule apicale est pointue
et la cellule basale est en forme de pied
tres peu développé. Les micro-conidies
sont produites en abondance sur des mono
ou des polyphialides. Elles sont
fusiformes avec, au maximum un septum.

* Description macroscopique

Sur CYA, les colonies couvrent la
totalit€é de la boite de Pétri, elles sont
moins denses, funiculeuses, de couleur
rose tres pale avec un revers jaune. A 5°C,
nous enregistrons une absence de
croissance et a 37°C, il y a formation de
micro-colonies de 14mm de diameétre.

Sur MEA, elle présente le méme
aspect que sur CYA a 25°C mais avec un
mycélium plus dense, d’une couleur rose
et un revers jaunitre. Les colonies
oscillent entre un diametre de 46 a S1mm.

Sur DCPA, les colonies sont de
couleur saumon péle atteignant entre 30 et
45mm de diametre.

Sur G25N, les colonies atteignent
en moyenne 12mm de diametre apres
15jrs d’incubation.

Figure 1I1.24 : Fusarium subglutinans. (A)
macroconidies (Gx100) ; (B) microconidies in situ
(Gx100) ; (C) culture sur MEA ; (D) culture sur CYA a
25°C ; (E) culture sur CYA a 37°C ; (F) culture sur
DCPA.
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Fiche 25 : Fusarium verticillioides
* Description microscopique

Les  macro-conidies  sont
longues et minces, presque droites et a
paroi mince. La cellule basale est sous
forme de pied. Les micro-conidies
sont fusiformes et massues (en fausse
téte) produites a partir de longs
monophialides

* Description macroscopique

Les colonies couvrent 1’ensemble
de la boite de Pétri, ceci sur les milieux
PDA, MEA, CYA et DCPA a 25°C. La
colonie présente sur CYA un mycélium
faible sur les marges et modérément
profond au centre, floconneux d’une
couleur blanche a violet pale apreés 14jrs
d’incubation a 25°C ; le revers présente
une pigmentation jaune pale. A 5°C, la
germination est tardive.

Sur MEA, le mycélium d’une
couleur saumon pale, présente le méme
aspect qu’en milieu CYA avec un revers
saumon a orange pale et brunitre au
centre et une pigmentation jaune pale qui
diffuse la gélose.

Sur G25N, le mycélium est moins
dense, blanc avec un revers pale.

Sur PDA, le mycélium est bas et
dense, d’une couleur pasteque au début et
vire au violet apres 14jrs d’incubation a
25°C, il a un aspect poudreux dii aux
micro-conidies ; le revers est saumon
pastel brunétre au centre.

Sur DCPA, le thalle est bas et
dense, d’une couleur pale présentant un

pigment créeme a jaune péle ; le revers est
pale.

Figure IIL25 : Fusarium verticillioides. (A)
aspect microscopique (macroconidie Gx100) ; (B)
microconidies (Gx100). (C) culture sur MEA ; (D)

culture sur CYA ; (E) culture sur PDA ; (F) culture sur
G25N ; (G) culture sur DCPA.
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Fiche 26 : Penicillium chrysogenum
* Description microscopique

Cette espece  présente  des
Conidiophores terverticillés avec 1 a 2
branches. Les phialides sont ampulli-
formes donnant naissance a des conidies
subsphériques.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA atteignent
19 a 24mm de diameétre, le mycélium est
faible et veloutée présentant des traits
concentriques  visibles. Il est blanc
jaunatre avec des conidies apparaissant
turquoises grisatres. Des exsudats oranges
ou bruns jaunatre brillants sont produits.
Le revers est jaune a jaune brun. A 5°C et
a 37°C, il y a la formation de micro-
colonies de 3 2 Smm de diametre.

Les colonies sur MEA ont un
diametre de 27 a 29,5mm, généralement
planes et veloutées. Les conidies en
nombre modéré, sont de couleur turquoise
grisatre a vert foncé. Le revers est jaune
brunitre.

Les colonies sur G25N sont de 22
a 26mm de diametre, de couleur beige
avec un centre blanc et des traits
concentriques visibles. Le revers est de
couleur pale.

Figure II1.26 : Penicillium chrysogenum. (A)
aspect microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ;
(C, D) culture sur CYA ; (E) culture sur G25N.
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Fiche 27 : Penicillium citreonigrum
* Description microscopique

Les conidiophores sont mono-
verticillés portant 2 & 8 phialides
ampulliformes. Les conidies regroupées
en chatnes sont sphériques.

* Description macroscopique

Le diametre des colonies sur
CYA est de 23 a 29,5mm. Leur centre est
bombé. Elles sont floconneuses et denses.
Le mycélium est blanc a gris jaunatre et le
revers est creme devenant jaune brun avec
I’age. A 5°C, il y a la formation de micro-
conidies de 4 a Smm de diametre. A 37°C,
nous constatons 1’absence de croissance
de cette espece.

Les colonies sur MEA ont un
diametre de 22 a 24,5mm et un centre
soulevé. Elles sont floconneuses avec une
marge veloutée. Le mycélium est blanc
devenant vert grisatre apres la formation
des spores. Le revers est jaune grisatre.

Les colonies sur G25N ont un
diametre de 12 a 15,5mm avec un centre
bombé. Le mycélium est blanc et le revers
est pale.

Figure I1L.27 : Penicillium citreonigrum. (A)

aspect microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C,
D et E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 28 : Penicillium digitatum
= Description microscopique

Les conidiophores sont  bi-
verticillés irréguliers portant des phialides
ampulliformes qui donnent naissance a des
conidies cylindriques a paroi lisse.

= Description macroscopique

P. digitatum présente sur CYA des
colonies de couleur vert grisatre, planes,
veloutées et floconneuses. Elles atteignent
un diametre qui se situe entre 40 et S0mm.
Le revers des colonies est blanc. A 5°C et
a37°C, il n’y a pas de croissance.

Sur MEA, les colonies ont le
méme aspect que celles sur CYA mais de
couleur vert bleuatre, un diametre moyen
de 35mm et un revers beige jaunatre. Des
traits concentriques sont visibles sur les
deux milieux.

Sur PDA, les colonies se
développent moins rapidement que sur
CYA et MEA. Elles atteignent un diametre
qui balance entre 17 et 25mm. Le
mycélium présente les mémes
caractéristiques morphologiques citées
plus haut.

Sur G25N, nous assistons au
développement de colonies marrons claires
qui deviennent plus foncées avec I’age. Les
colonies ont un diametre moyen de 10mm.

Figure 11128 : Penicillium digitatum. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C)
culture sur CYA ; (D) culture sur PDA ; (E) culture sur
G25N.
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Fiche 29 : Penicillium expansum
* Description microscopique

Les conidiophores naissent a la
surface des hyphes qui portent des
pénicilles terminaux terverticillées, mais
parfois biverticillées avec une seule
ramification. = Les  phialides  sont
ampulliformes portant des conidies
ellipsoidales.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA ont un
diametre de 41,5mm en moyenne. Elles
sont radiées et surélevées au centre, elles
présentent une ou plusieurs bandes
annulaires, avec des zones adjacentes
veloutées a floconneuses. Le mycélium
est jaune clair avec une zone rose claire au
centre. Le revers est pile. Pas de
croissance a 37°C ni a 5°C.

Les colonies sur MEA allant de
34,5 a 40mm de diametre sont planes,
veloutées de couleur vert foncé. Nous
notons la production d’exsudats jaune a la
surface des colonies et un pigment soluble
jaune qui diffuse sur la gélose. Le revers
est pale.

Les colonies sur G25N de 28,5mm
de diametre moyen, sont blanches a
cremes, légerement radiées, denses,
veloutées avec un centre surélevé et un
revers pale.

Figure II1.29 : Penicillium expansum. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D)
culture sur CYA ; (E) culture sur G25N.
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Fiche 30 : Penicillium fellutanum
* Description microscopique

Cette espece  présente  des
pénicilles monoverticillés qui portent des
phialides larges ampulliformes. Les
conidies produites sont ellipsoidales a
paroi lisse.

* Description macroscopique

Sur milieu CYA et MEA a 25°C,
les colonies atteignent un diametre de 20 a
27mm. Elles sont de couleur gris souris
verdatre, veloutées et denses avec un
revers pale. Nous remarquons de petites
ridules horizontales et verticales. Absence
de croissance a 5°C et a 37°C.

Sur PDA, les colonies sont de
couleur creme. Elles poussent moins
rapidement que sur CYA et MEA (13 a
21mm de diametre).

Sur G25N, nous observons des
colonies de 10 a 11mm de diametre.

[Figure M1L.30 : Penicillium fellutanum. (A)
aspect microscopique (Gx100) ; (B) conidies ; (C)
culture sur MEA ; (D) culture sur CYA ; (E) culture sur
PDA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 31: Penicillium funiculosum
* Description microscopique

Les conidiophores portent des
pénicilles biverticillés symétriques. Les
métules et les phialides sont étroitement
plaqués. Ces dernieres portent de petites
conidies cylindroide a ellipsoidales
regroupées en de courtes colonnes.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA présentent
un diametre de 28,5 a 31mm. Elles sont
planes et veloutées avec un mycélium
brun orangé. Les spores modérément
abondantes, sont de couleur vert sombre ;
le revers est pale. Pas de germination a
5°C. A 37°C, les colonies de 18mm de
diametre moyen, présentent le méme
aspect que celui des colonies sur CYA a
25°C mais avec une couleur creme a brun
pale et un revers pale.

Les colonies sur MEA atteignent
37 a 45mm de diametre. Le mycélium est
funiculeux de couleur bleu turquois avec
un centre marron claire. Le revers est
orange brun.

Les colonies sur G25N atteignent
23,5 a 28mm de diametre. Elles sont
planes, funiculeuses et crémes avec un
revers pale.

Figure II1.31 : Penicillium funiculosum. (A)
aspect microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA;
(C, D) culture sur CYA ; (E) culture sur G25N.
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Fiche 32 : Penicillium glabrum
* Description microscopique

Les conidiophores se terminent par
un ronflement ornementé par de
nombreux  phialides ampulliformes
monoverticillés. Chaque phialide produit
de petites conidies sphériques.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA atteignent
47 a 50mm de diametre, elles sont planes,
modérément sillonnées et veloutées. Le
mycélium est de couleur jaunes a créme
avec la présence d’un pigment soluble
jaune vif produit par certains isolats. Le
revers varie d’orange foncé a brun
rougedtre. A 5°C, nous notons la forma-
tion de microcolonies de 3 a 6mm de
diametre. Pas de croissance a 37°C.

Les colonies sur MEA atteignent
32,5mm de diametre. Elles sont veloutées,
légerement sillonnées, vert gristre a vert
foncé au centre avec un contour blanc.
Certains isolats produisent un pigment
soluble jaune. Le revers est pale.

Les colonies sur G25N de 29 a
35mm de diametre, sont veloutées et
blanches.

Figure II1.32 : Penicillium glabrum. (A) aspect

microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA; (C, D et E)
culture sur CYA ; (F) culture sur G25N
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Fiche 33 : Penicillium glandicola
* Description microscopique

Les conidiophores produisent des
pénicilles  biverticillés se  disposant
symétriquement. Chaque pénicille porte a
son extrémité, des phialides minces. Les
conidies sont globuleuses.

* Description macroscopique

La vitesse de croissance de cette
espece est modérée sur tous les milieux
utilisés. En effet, sur milieu CYA et PDA,
les colonies atteignent un diametre moyen
de 37mm et 16mm respectivement. Elles
sont veloutées, tres denses et légerement
bombées avec des lignes concentriques.
Leur mycélium est de couleur bleu
horizon grisatre avec des extrémités
blanches et un revers beige. Cette espece
ne croit pas a 5°C. A 37°C, nous
constatons la formation de micro-colonies
de 9mm de diametre.

Sur MEA, les colonies paraissent
plus foncées, planes, denses et veloutées.
Leur revers est beige. Elles ont un
diametre qui varie de 24 a 34mm.

Sur G25N par contre, P.
glandicola donne de petites colonies
radiées, blanches voire légerement creme
avec un revers blanc.

\Figure M1.33 : Penicillium glandicola. (A)
aspect microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ;
(C) culture sur CYA ; (D) culture sur PDA ; (E) culture

sur G25N.
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Fiche 34 : Penicillium italicum
= Description microscopique

Les conidiophores donnent
naissance a des pénicilles triverticillés
asymétriques ou irréguliers. Les phialides
sont cylindriques. Les conidies sont

sphériques disposées en chaine.
= Description macroscopique

Les colonies exposent le méme
aspect sur les deux milieux CYA et MEA
a 25°C. Elles sont denses, veloutées, de
couleur bleu grisatre avec des extrémités
blanches et un revers blanc. Leur diametre
se situe entre 40 et 50mm sur CYA et entre
30 et 37mm sur MEA. Notons des traits
concentriques profonds. A 5°C, il y a la
formation de micro-colonies. A 37°C, les
colonies de 60 a 70mm de diametre,
paraissent moins denses, plates et
veloutées. Elles présentent un mycélium
gris jaunatre et un revers blanc.

La croissance des colonies de la
présente espece est plus lente sur milieu
PDA. Ces dernicres ont le méme aspect
macroscopique que celui présenté sur CYA
et MEA. Nous constatons la production
d’exsudat jaune vif qui diffuse la gélose.

Sur G25N, les colonies sont de
11mm de diametre, de couleur marron clair
et un revers marron jaunatre.

Figure I11.34 : Penicillium italicum. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C)
culture sur CYA a 25°C; (D) culture sur CYA a 37°C;
(E) culture sur PDA.
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Fiche 35 : Penicillium janthinellum
* Description microscopique

Les conidiophores naissent a partir
des hyphes aériens, monoverticillés
irrégulier. Les phialides sont
ampulliformes donnant naissance a des
conidies sphériques.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA ont un
diametre de 31 a 34mm, irrégulierement
froissées, floconneuses et dense, de
couleur blanche a 37°C ou marron grisatre
a 25°C ; la production de conidies est tres
légere a modérée. Un exsudat brun clair a
brun rougeitre est produit par quelques
souches. Le revers des colonies est de
couleurs variables, brun-jaune ou jaune
pale a brun rougeitre ou encore pale. Il y
a une germination a 5°C et la formation de
micro-conidies de 4 2 Smm de diametre.
A 37°C, les colonies de 10 a 30mm de
diametre sont denses et veloutées.

Les colonies sur MEA atteignent
entre 30 a 45mm de diametre. Elles sont
floconneuses, de couleur vert foncé avec
un contour blanc et des traits concen-
triques serrées tres visibles. Un pigment
soluble jaune orangé diffuse la gélose. Le
revers est orange.

Le diametre des colonies sur
G25N varie de 15 a 18mm. Ces derniéres
sont planes, faibles et floconneuses avec
des traits concentriques ; le mycélium est
blanc a creme. Sur les trois milieux, les
colonies sont bombées au centre.

Figure II1.35 : Penicillium janthinellum. (A)
aspect microscopique (Gx100); (B) culture sur MEA
; (C, D et E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N.

Page | 107




Chapitre IIT

Résultats et Interprétations

Fiche 36 : Penicillium oxalicum
* Description microscopique

Les Conidiophores présentent un
pinceau biverticillé qui se caractérise par
des verticilles portant 2 a 4 métules
étroitement plaqués. Les phialides sont
acérosées.

* Description macroscopique

Sur CYA a 25°C, les colonies ont
un diametre allant de 34 a 40mm, elles
présentent des lignes concentriques bien
visibles, veloutées et de couleur blanche a
saumon tres pale qui devient vert bleuatre
apres la formation des spores. A 5°C et a
37°C, les spores germent et donnent des
colonies blanches de 5 a 9mm de
diametre.

Sur MEA, les colonies atteignent
28 a 33mm de diametre, de couleur verte
bleuatre avec des lignes concentriques tres
bien marquées et la production de cristaux
transparents. Le thalle de cette espece est
velouté et trés dense.

Sur PDA, les colonies ont le méme
aspect présenté par les colonies sur les
milieux MEA et CYA, mais avec des
diametres moins importants (21 a 24mm)
et une couleur vert grisitre. Notons
également la production d’exsudats qui
diffusent la gélose.

Sur G25N, les colonies de couleur
creme, atteignent 21 a 33mm de diametre.

Figure I11.36 : Penicillium oxalicum. (A) aspect

microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D et

E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N ; (G) culture
sur PDA.
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Fiche 37 : Penicillium paxilli
* Description microscopique

Les conidiophores se terminent par
cing métules en moyenne. Les phialides
sont ampulliformes donnant naissance a
des conidies sphériques.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA atteignent
23 a 27mm de diametre, elles sont
veloutées et légérement floconneuses. Le
mycélium est blanc a la marge et grisatre
au centre. La production de conidies est
modérée. A 5°C il y a la formation de
micro-colonies de 3 a 4mm ; pendant
qu’elles atteignent 12mm a 37°C.

Les colonies sur MEA d’un
diametre moyen de 31mm, présentent un
mycélium plane, velouté et floconneux au
centre, de couleur blanc a chamois. Les
conidies sont de couleur vert grisatre et le
revers est brun pale.

Les colonies sur G25N ont un
diametre de 33mm avec des traits
concentriques ; elles sont  denses,
floconneuses et de couleur creme foncé.

Figure II1.37 : Penicillium paxilli. (A) aspect

microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA; (C, D et
E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N.
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Fiche 38 : Penicillium pinophilum
* Description microscopique

Les penicilli sont biverticillés
symétriques  portant des  conidies
subsphéroidales.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA & 25°C ont
un diametre de 37mm et un centre ridé. Le
thalle de couleur jaune-citron vif est
floconneux. Le revers est orange pale. A
5°C, il n’y a pas de germination. A 37°C,
les colonies peuvent croitre sur toute la
surface de la boite de Pétri, elles sont tres
ridées. Le mycélium est de couleur
marron foncé avec un revers brun clair.

Sur MEA a 25°C, le diametre
moyen des colonies est de 37mm, elles
sont planes, veloutées, floconneuses, de
couleur jaune devenant jaune verdatre
(pistache). Le revers est jaune pale.

Sur G25N, nous assistons apres 14
jrs d’incubation, a la formation de micro-
colonies de Smm de diametre.

Figure II1.38 : Penicillium pinophilum. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA; (C, D et
E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N
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Fiche 39 : Penicillium simplicissimum
* Description microscopique

Les conidiophores portent des
verticilles irréguliers monoverticillés et/ou
biverticillés. Les  phialides sont
ampulliformes, elles portent des conidies
sphériques a subsphériques.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA ont un
diametre qui varie entre 50 et 53mm ;
elles présentent des traits concentriques
bien distincts. Le mycélium est dense,
blanc a chamois devenant kaki avec 1’age.
Le revers est pale. A 5°C apres 14jrs de
culture, il y a la formation de micro-
conidies de 10mm de diametre. A 37°C,
les colonies couvrent la totalité de la boite
de Pétri, présentant le méme aspect que
celui des colonies sur le méme milieu a
25°C mais avec une couleur marron foncé
grisatre et une texture légérement
poudreuse.

Sur MEA, elles atteignent 40mm
de diametre moyen. Elles sont planes,
veloutées et floconneuses. Le mycélium
blanc devient vert grisitre a vert bleuatre
apres la production de conidies. Le revers
est pale.

Les colonies sur G25N de 16 a
2lmm de diametre, sont planes et
blanches avec un revers péle.

Figure I11.39 : Penicillium simplicissimum. (A)

aspect microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C,
D et E) culture sur CYA ; (F) culture sur G25N
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Fiche 40 : Penicillium thomii
* Description microscopique

Les conidiophores sont mono-
verticillés portant de larges phialides. Les
conidies ellipsoidales sont disposées en
longues colonnes irrégulieres.

* Description macroscopique

Les colonies sur CYA de 54mm de
diametre  sont  légérement  moins
floconneuses que celles sur le milieu
MEA, mais présentent la méme couleur.
Le revers est brun-orange. A 5°C nous
assistons a la formation des colonies
blanches grisitres pouvant atteindre
50mm de diamétre en moyenne, apres
14jrs de culture. Pas de croissance a 37°C.

Les colonies sur G25N atteignent,
en moyenne, 2Ilmm de diametre, elles
sont radialement ridées et surélevées au
centre. Le mycélium est blanc et le revers
est d’une couleur pale.

Figure II1.40 : Penicillium thomii. (A) aspect

microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D)
culture sur CYA ; (E) culture sur G25N.
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Fiche 41 : Penicillium variabile

* Description microscopique

Le conidiophore est biverticillé,
terminé par un seul étage de ramifications
disposées symétriquement et réguliere-
ment autour de I’axe. Les phialides sont
longues et cylindriques.

* Description macroscopique

Sur CYA a 25°C, les colonies ont
le méme aspect que celui des colonies sur
MEA, avec un diametre légerement
supérieur (24mm en moyenne) et des
conidies moins abondantes. A 5°C, les
colonies germent tardivement pour
atteindre 11mm de diametre apres 14jrs
d’incubation. Pas de croissance a 37°C.

Sur MEA, les colonies ont un
diametre de 22mm. Elles sont planes, de
couleur jaune sulfureux et d’abondantes
conidies vertes grisatres sont produites ; le
centre des colonies est clair.

Sur G25N, les colonies atteignent
25mm de diametre. Elles présentent une
couleur creme.

Figure II1.41 : Penicillium variabile. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C, D)
culture sur CYA ; (E) culture sur G25N.
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Fiche 42 : Ulocladium botrytis
* Description microscopique

Les conidies du genre Ulocladium
ressemble  fortement a celles des
Alternaria. Elles naissent en groupe de
quatre a cinq conidies a partir de courts
hyphes. Leur taille est variable et leur
couleur est marron chocolat voire noire.
Elles se présentent avec des cloisons
horizontales (3 cloisons en moyenne), de
formes ellipsoidales plus étroites a la
base.

* Description macroscopique

Les colonies présentent le méme
aspect sur les trois milieux classiques
d’identification, notamment MEA, CYA
et PDA. Elles paraissent grises noiratre
voire noires avec un revers de la méme
couleur, denses, planes et floconneuses.
Sur les deux premiers milieux, leur
diametre dépasse 60mm, pendant que sur
PDA il oscille entre 32 et 36mm. A 5°C,
nous enregistrons la formation de micro-
colonies apres 15jrs d’incubation. A 37°C,
nous assistons a la croissance de colonies
de 17mm de diametre moyen.

Sur DCMA, les colonies sont
moins denses, floconneuses et de couleur
gris noiratre. Elles atteignent 49 a 57mm
de diametre.

Sur G25N des colonies grises de
22 a 30mm de diametre se forment avec
un revers de la méme couleur.

Figure I11.42: Ulocladium botrytis. (A) aspect
microscopique (Gx100) ; (B) culture sur MEA ; (C)
culture sur PDA ; (D) culture sur DCMA ; (E) culture
sur G25N
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I11.1.2.3 Caractérisation physiologique de F. graminearum

Les essais de l'effet des températures, des pH, des A, et des différentes
concentrations en NaCl ont été effectués sur six souches de F. graminearum choisies
aléatoirement. Notons que la caractérisation physiologique n’a été réalisée que sur F.
graminearum, objet de notre travail de these.

111.1.2.3.1 Effets des différentes températures

Les résultats illustrés par la figure II1.43 montrent que I’intervalle des températures
permettant une croissance optimale des différentes souches de F. graminearum se situe
entre 20 et 25°C avec un minimum de croissance qui oscille entre un diametre moyen de 17
et 3lmm respectivement apres 48h d’incubation et un maximum de croissance de 90mm
apres 5 voire 7jrs d’incubation. Par ailleurs, la croissance maximale est révélée a 30°C avec
un minimum moyen de 17mm apres 48h d’incubation et un maximum de 90mm apres 6 a
12jrs d’incubation. A 10°C et a 15°C, leur croissance devient importante au 6™™jr
d’incubation pour atteindre son maximum de croissance au 10°™ ou au 12°™%jr d’incubation.
La température minimale de la croissance des six souches est de 5°C. Nous notons que F.
graminearum ne croit pas a 35°C, a 40°C, ni a 45°C.

111.1.2.3.2 Effets des différents pH

Les résultats obtenus montrent que la croissance optimale des six souches étudiées
de F. graminearum est a pH neutre (pH 7) voire 1égerement acide (pH 5 a 6) ; tandis que le
pH minimal est de 2. Aux pH alcalins (8, 9, 10 et 11), le diametre mycélien moyen est au
maximum de 80mm pour pH 8 et pH 9 et 70mm pour pH 10 et pH 11. A pH 4, la croissance
mycélienne est modérée (Figure 111.44).

I11.1.2.3.3 Effets des différentes A,,

Les résultats démontrés par la figure II1.45, dévoilent que l'intervalle de 1’A,,
permettant une croissance optimale de F. graminearum se situe entre 0,995 et 0,98 avec, en
moyenne, un minimum de croissance de 20mm apres 48h d’incubation et un maximum de
croissance de 88mm apres 7jrs d’incubation. Par ailleurs, nous constatons que sa croissance
diminue avec la diminution de I’ A,,.

I11.1.2.3.4 Effets de différentes concentrations en NaCl

Les résultats obtenus révelent que I’augmentation de la concentration en NaCl dans
le milieu influe négativement la croissance de F. graminearum bien qu’elle n’empéche pas
totalement son développement mais, le NaCl exerce un retard de sa croissance de quelques
jours. En effet, la croissance optimale de cette espece est enregistrée a 1% de NaCl apres
7jrs et diminue au fur et 2 mesure que nous augmentons la concentration de NaCl dans le
milieu (Figure I11.46).
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Figure II1.43 : Cinétique de la croissance mycélienne des isolats de F. graminearum a différentes températures.
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Figure II1.44 : Cinétique de la croissance mycélienne des isolats de F. graminearum a différents pH.
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Figure IIL.45 : Cinétique de la croissance mycélienne des isolats de F. graminearum a différentes Aw.
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Figure II1.46 : Cinétique de la croissance mycélienne des isolats de F. graminearum a différentes concentrations en NaCl.
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II1.1.3 Caractérisation mycotoxicologique
IIL.1.3.1 Recherche des souches de F. graminearum productrices de déoxynivalénol

(DON)

D’apres la plaque CCM (Figure II1.47), nous constatons que les souches Fgr27,
Fgr25, Fgr22 et Fgrl sont productrices du déoxynivalénol ; pendant que les souches Fgr3,
Fgr2 et Fgr7 ne le sont pas. Notons que la limite de détection de cette méthode est de 25 a
50ug DON/g pour les extraits purifiés (Balzer, 2003 ; Tabuc, 2007).

Figure II1.47 : Plaque CCM des isolats de F. graminearum a Chemotype DON.
I11.1.3.2 Recherche de la toxine déoxynivalénol (DON) au niveau du substrat

= Dosage du DON par CCM

La plaque CCM ci-apres révele 1’absence de la toxine déoxynivalénol sur les 35
substrats dosés. Ceci signifie-t-il que les grains de blé tendre et dur sont salubres ?

BDL,,

BTF,

BTF,

BDF; BDF, BDF, BDFjy

Figure II1.48 : Plaque CCM pour le dosage du DON a partir du substrat.
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= Dosage du DON par ELISA quantitative

Le dosage du DON a partir du substrat par ELISA quantitative nous a permis de
détecter la concentration en DON dans chaque échantillon de blé (Figure II1.49). Les
résultats obtenus révelent que la quantité minimale en DON est inférieure a 0,04ppm dans
les échantillons E4, E5, E7, E9, E10, E11 et E12 du blé tendre importé et dans 1’échantillon
E2 du blé tendre local ; pendant que la quantité maximale en DON est supérieure a Sppm
enregistrée pour les échantillons E1, E2, E6 et E8 du blé tendre importé (Tableau I11.9).

Tableau II1.9 : Quantité en déoxynivalénol dans le blé tendre local et importé.

Code  Echt Quantité en DON
(0,04-5 ppm* pour blé tendre)

BTL El 0,949

E2 <0,04
BTF El >5

E2 >5

E3 0,970

E4 <0,04

ES <0,04

E6 >5

E7 <0,04

E8 >5

E9 <0,04

E10 <0,04

Ell <0,04

El12 <0,04

*1ppm DON= 1ug DON/g de blé=1000pg/Kg.

Pour ce qui est des échantillons du blé dur, les quantités en DON oscillent entre un
minimum inférieur a 0,12ppm retrouvé dans les échantillons E1, E6, E10 et E11 du blé dur
local et dans les échantillons E3, E4 et E5 du blé dur importé, et un maximum supérieur a
15ppm dans les échantillons E1, E6, E7 et E8 du blé dur local et dans 1’échantillon E2, E3
et E9 du blé dur importé.

Il est a noter que le seuil en déoxynivalénol (DON) exigé par la réglementation
856/2005 JOCE du 6 juin 2005 dans les céréales brutes destinées a la consommation
humaine est de 1250ug/Kg ; et il est de 1750ug/Kg pour le blé dur (Boutigny, 2007). En
comparaison avec les quantités obtenues, nous constatons que les deux échantillons du blé
tendre local répondent a la norme ; pendant que les échantillons E1, E2, E6 et E§ du blé
tendre importé de France dépassent largement la limite qui est de 1250pg/Kg. Pour le blé
dur local, nous réalisons que les échantillons E3, E4 et ES dépassent le seuil exigé de 8 fois ;
pendant que les échantillons restants sont dans la norme. De méme pour le blé dur importé,
les échantillons E2, E3, E4, ES et E9 dépassent le seuil exigé de trois voire huit fois.
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Tableau II1.10 : Quantité en déoxynivalénol dans le blé dur local et importé.

Code Echt Quantité en DON
(0,12-15 ppm* pour blé dur)**

BDL EIl <0,12
E2 1,320
E3 >15
E4 >15
E5 >15
E6 <0,12
E7 1,528
ES8 0,548
E9 0,835
E10 <0,12
Ell <0,12
E12 0,178

BDF El <0,12
E2 >15
E3 >15
E4 3,657
E5 8,817
E6 <0,12
E7 <0,12
ES8 <0,12
E9 >15

*1 ppm DON= 1ug DON/g de blé=1000pg/Kg.
**Selon les instructions du fabriquant, les valeurs du DON obtenues du dosage des échantillons du blé dur,
doivent étre multipliées par le coefficient 3.

Figure I11.49 : Résultats du test ELISA (Celer DON V3 de marque tecnalab).

Page | 122



Chapitre IIT Résultats et Interprétations

IIL.2 Seconde partie : Biocontrole de Fusarium graminearum

I11.2.1 Résultats des interactions entre les espéces fongiques
II1.2.1.1 Confrontation par contact direct
= Entre F. graminearum et Aspergillus sp

Les résultats illustrés sur la figure IIL.504 révelent un important effet inhibiteur des
trois souches d’A. parasiticus vis-a-vis de F. graminearum. En effet, la présence d’A.
parasiticus a diminué la croissance de I’agent pathogene de 80mm de diametre (témoin) a
un diametre moyen de 32mm soit un taux d’inhibition moyen de 60%.

Par ailleurs, en présence des trois souches d’A. flavus, la diminution de la croissance
mycélienne de F. graminearum en comparaison a celle du t€émoin s’avere plus significative.
Le pourcentage d’inhibition oscille entre un minimum de 67,5% [Fgr Vs Afl,] et un
maximum de 72,5% [Fgr Vs Afl;] (Figure II1.50g).

Les valeurs moyennes du diametre des colonies de F. graminearum en présence
d’A. niger sont inférieures a celles de la colonie témoin a raison d’un taux moyen de 57,50%
(Figure IIL50c). Nous notons la synthése d’exsudats jaunes par F. graminearum en
présence des agents antagonistes et un virement de la couleur de sa colonie vers le jaune vif
(en comparaison avec le t¢émoin) (Figure I11.51).
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Figure II1.50 : Confrontation directe entre F. graminearum et Aspergillus sp. (A) Fgr Vs Apr ;
(B) Fgr Vs Afl ; (C) Fgr Vs Ang.
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Figure IIL.51 : Photos illustratives de la confrontation par contact direct entre Aspergillus
sp. et F. graminearum. (A) Fgr Vs Apr ; (B) Fgr Vs Afl ; (C) Fgr Vs Ang

* Entre F. graminearum et Cladosporium sp

Les résultats obtenus montrent que la vitesse de croissance du pathogene est tres
importante par rapport a celle des agents antagonistes. De ce fait, nous constatons un effet
inhibiteur modéré, il oscille entre 16,25% et 33,75%, pour I’interaction Ccl Vs Fgr ; pendant

qu’il se situe entre 15% et 37,5% pour I’interaction Cchb Vs Fgr (Figure II1.52 et Figure
I11.53).

Wtémoin B C.cladosporoides O F.graminearum utémoin BC. herbarum OF.graminearuin

q
f=1
|

60 -

iameétre (m
4
S
Diamétre (mmj)
&~
(=}

D
o
k=S

1
[ N
0 ~— A m [ 04 : . :
témoin C. cladosporoides 1 C.cladosporoices 2 C.cladosporoides 3 témoin C.herbarum 1 C. herbarum 2 C. herbarum 3

A Tjours B Tjours

Figure IIL52 : Confrontation directe entre F. graminearum et Cladosporium sp. (A) Fer Vs
Ccl ; (B) Fgr Vs Chb.

Figure II1.53 : Photos illustratives de la confrontation par contact direct entre
Cladosporium sp. et F. graminearum. (A) Fgr Vs Ccl ; (B) Fgr Vs Chb.
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= Entre F. graminearum et P. janthinellum

Les résultats illustrés par ’histogramme en Figure I11.54 révelent un effet inhibiteur
faible voire moyen des trois souches de P. janthinellum sur F. graminearum. Nous notons
22,02% pour I’interaction Fgr Vs Pjts, 49,40% pour 'interaction Fgr Vs Pjt; et 50,60% pour
I’interaction Fgr Vs Pjt,. Nous constatons, également, I’apparition de pigment jaune brun
secrété par les souches 2 et 3 de P. janthinellum sur le milieu (Figure IIL.55).
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Figure I11.54 : Confrontation directe entre F. graminearum et P. janthinellum.

Figure IILS5S : Photo illustrative de la confrontation par contact direct entre P.
Jjanthinellum. et F. graminearum.

I11.2.1.2 Confrontation par contact direct a distance de temps (Agent antagoniste-72h-
Agent pathogene)
* Entre F. graminearum et Aspergillus sp

Les résultats mentionnés sur la figure IIL.56 révelent que les souches d’A. niger sont
les plus performantes et ont exercé un effet anti-F. graminearum qui oscille entre 81,88%
(Ang 1) et 97,5% (Ang 2 et 3).

Par contre, en présence d’A. parasiticus, nous constatons une diminution
significative du diametre des colonies de F .graminearum particulierement, en présence de
la souche 1 (80%). Il est a noter que la souche 2 a présenté un taux d’inhibition de 48,75%,
mais qui s’est diminué en permettant I’envahissement presque total du pathogene.
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De méme, les souches d’A. flavus ont montré un important taux d’inhibition qui se

situe entre 69,38% et 76,25%. Cependant, ce taux a diminué apres 10jrs d’incubation et a
permis I’envahissement du pathogene (Figure I11.57).
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Figure II1.56 : Confrontation directe a distance de temps (Agent antagoniste-72h-Agent
pathogene) entre F. graminearum et Aspergillus sp. (A) Fgr Vs Apr ; (B) Fgr Vs Afl ;
(C) Fgr Vs Ang.

Figure II1.57 : Photos illustratives de la confrontation par contact direct a distance de temps
(Agent antagoniste-72h- Agent pathogene) entre Aspergillus sp. et F. graminearum.

(A) Fgr Vs Apr ; (B) Fgr Vs Afl ; (C) Fgr Vs Ang

* Entre F. graminearum et Cladosporium sp

Les résultats obtenus montrent un modeste, voire moyen effet inhibiteur des souches
des deux especes de Cladosporium sur la croissance de F. graminearum. Ce dernier a
envahis I’ensemble de la boite de Pétri et a synthétisé un exsudat jaune avec le virement de

la couleur de la colonie vers le jaune poussin. Nous marquons un pourcentage d’inhibition
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allant de 6,25% a 37,5% exercé par la deuxieme et la premieére souche de C. herbarum,
respectivement, et entre 33,75% et 52,5% exercé par la troisieme et la deuxieéme souche de
C. cladosporoides, respectivement (Figure IIL58 ; Figure II1.59).
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Figure II1.58 : Confrontation directe a distance de temps (Agent antagoniste-72h-Agent
pathogene) entre F. graminearum et Cladosporium sp. (A) Fgr Vs Ccl ; (B) Fgr Vs Chb.

Figure II1.59 : Photos illustratives de la confrontation par contact direct a distance de temps

(Agent antagoniste-72h-Agent pathogeéne) entre Cladosporium sp. et F. graminearum. (A)
Fgr Vs Ccl ; (B) Fgr Vs Chb.

= Entre F. graminearum et P. janthinellum

L’exploitation des résultats obtenus, révelent un taux d’inhibition qui varie entre un
minimum de 53,57% (souche 2) et un maximum de 83,93% exercé par la souche 1 (Figure
II1.60 ; Figure II1.61).
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Figure II1.60 : Confrontation directe a distance de temps (Agent antagoniste-72h- Agent
pathogene) entre F. graminearum et P. janthinellum.
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Figure IIL.61 : Photo illustrative de la confrontation par contact direct a distance de temps
(Agent antagoniste-72h-Agent pathogene) entre F. graminearum et P. janthinellum.

I11.2.1.3 Confrontation par contact direct a distance de temps (Agent pathogene-72h-
Agent antagoniste)
= Entre F. graminearum et Aspergillus sp

Les souches des trois especes aspergillieres ont montré un effet antagoniste
considérable vis-a-vis de F. graminearum. Nous enregistrons un taux minimal de 28,13%,
40,63% et 65,63%, pendant que le taux maximal est de 48,75% 51,79% et 78,75% exercé
par A. parasiticus, A. flavus et A. niger, respectivement (Figures II1.62 ; Figure I11.63).
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Figure II1.62 : Confrontation directe a distance de temps (Agent pathogéne-72h-Agent
antagoniste) entre F. graminearum et Aspergillus sp. (A) Fgr Vs Apr ; (B) Fgr Vs Afl ; (C) Fer Vs
Ang.
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Figure II1.63 : Photos illustratives de la confrontation par contact direct a distance de temps

(Agent pathogene -72h-Agent antagoniste) entre Aspergillus sp. et F. graminearum.
(A) Fgr Vs Apr ; (B) Fgr Vs Afl ; (C) Fgr Vs Ang

* Entre F. graminearum et Cladosporium sp

Pour ce cas d’étude, les résultats montrent une tres 1égere répression de la croissance
de I’agent pathogeéne par les souches de C. cladospodoides et C. herbarum. Elle est de
I’ordre de 2,5% (Ccl 1), 8,75% (Chb 2), 12,5% (Ccl 2, Chb 1 et 3) et 13,75% (Ccl 3).
Notons égalment, I’envahissement du milieu par F. graminearum et la synthése d’exsudat
jaune qui diffuse sur la gélose (Figure I11.64 ; Figure I11.65).

Wtémoin B C.cladosporoides O F.graminearum Btémoin B, herbarum  OF.graminearum
90 90
80 — 80
70— H 70 + ]
£ 60 — £ 60 —
o 50 o 50
g 40 E 40
g 30 g%
a2 I Q20 —
Y i ' . »
0 — T T T 0 L I— T T - T
témoin C. cladosporoides 1 C.cladosporoides 2 C.cladosporoides 3 témoin C. herbarum 1 C. herbarum 2 C. herbarum 3
A Tjours B Tjours

Figure II1.64 : Confrontation directe a distance de temps (Agent pathogéne-72h-Agent
antagoniste) entre F. graminearum et Cladosporium sp. (A) Fgr Vs Ccl ; (B) Fgr Vs Chb.

Figure II1.65 : Photos illustratives de la confrontation par contact direct a distance de temps

(Agent pathogene -72h-Agent antagoniste) entre Cladosporium sp. et F. graminearum. (A)
Fgr Vs Ccl ; (B) Fgr Vs Chb.
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= Entre F. graminearum et P. janthinellum

De méme, les résultats obtenus divulguent un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de
13,10% par la souche 1, 13,69% par la souche 2 et 27,98% par la souche 3, ceci quand le
pathogeéne est introduit 72h avant les souches antagonistes. De plus, nous constatons
I’envahissement du pathogene au-dela de I’antagoniste (Figure I11.668 ; Figure I11.67).
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Figure II1.66 : Confrontation directe a distance de temps (Agent pathogéne-72h-Agent
antagoniste) entre F. graminearum et P. janthinellum.

Figure IIL.67 : Photo illustrative de la confrontation par contact direct a distance de temps
(Agent pathogeéne -72h-Agent antagoniste) entre F. graminearum et P. janthinellum

I11.2.1.4 Confrontation par contact direct a distance d’espace
= Entre F. graminearum et Aspergillus sp

Les résultats illustrés par les figures I11.68 et II1.69, exposent un effet inhibiteur
tres élevé exercé par les souches d’A. flavus et d’A. parasiticus vis-a-vis de F. graminearum.
Il est de I'ordre de 83,93% a 98,81% pour les souches d’A. flavus et de 98,81% pour les
souches d’A. parasiticus. Pendant que les souches d’A. niger ont présenté un effet
antagoniste de 66,67% exercé par la souche 1, 83,93% par la souche 2 et 64,29% réalisé par
la souche 3.
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Figure II1.68 : Confrontation directe a distance d’espace entre F. graminearum et
Aspergillus sp. (A) Fgr Vs Apr ; (B) Fgr Vs Afl ; (C) Fgr Vs Ang.

Figure II1.69 : Photos illustratives de la confrontation par contact direct a distance d’espace

entre Aspergillus sp. et F. graminearum. (A) Fgr Vs Apr ; (B) Fgr Vs Afl ; (C) Fgr Vs Ang

* Entre F. graminearum et Cladosporium sp

Les résultats illustrés par la figure IIL70 révelent I’absence totale d’effet inhibiteur
et la dominance des especes fusariennes, a I’exception de la troisieme souche de C.
herbarum qui a prouvé un effet répresseur de 46,43%. En comparaison avec le témoin, nous
notons un changement de la couleur de la colonie de F. graminearum du rose grenat vers
I’orange jaunatre (Figure I11.71).
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Figure II1.70 : Confrontation directe a distance d’espace entre F. graminearum et
Cladosporium sp. (A) Fgr Vs Ccl ; (B) Fgr Vs Chb.

Figure II1.71 : Photos illustratives de la confrontation par contact direct a distance d’espace

entre Cladosporium sp. et F. graminearum. (A) Fgr Vs Ccl ; (B) Fgr Vs Chb.

= Entre F. graminearum et P. janthinellum

Les résultats obtenus révelent I’envahissement du milieu par F. graminearum
(Figures I11.72 ; Figure I11.73).
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Figure IIL1.72 : Confrontation directe a distance d’espace entre F. graminearum et P.

Jjanthinellum.
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Figure II1.73 : Photo illustrative de la confrontation par contact direct a distance d’espace
entre F. graminearum et P. janthinellum

Le tableau ci-apres donne les taux d’inhibition de la croissance de F. graminearum
par chaque souche des différentes especes fongiques antagonistes par technique
d’antagonisme.

Tableau II1.11 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de F. graminearum

Agents antagoniste Souche % d’inhibition de la croissance de Fusarium graminearum

Technique 1 Technique 2 Technique 3 Technique 4

Aspergillus parasiticus Apr 1 59,38 80 28,13 98,81
Apr 2 66,25 48,75 43,75 98,81
Apr 3 54,38 68,13 48,75 98,81
Aspergillus flavus Afl 1 71,88 72,5 48,75 83,93
Afl 2 67,5 69,38 51,79 98,81
Afl 3 72,5 76,25 40,63 98,81
Aspergillus niger Ang 1 61,25 81,88 65,63 66,67
Ang 2 50,63 97,5 78,75 83,93
Ang 3 60,63 97,5 72,5 64,29
Cladosporium cladosporoides Ccl 1 33,75 37,5 2,5 16,67
Ccl 2 16,25 52,5 12,5 35,71
Ccl 3 31,25 33,75 13,75 22,62
Cladosporium herbarum Chb 1 15 37,5 12,5 50
Chb 2 37,5 6,25 8,75 2,38
Chb 3 31,25 21,25 12,5 46,43
Penicillium janthinellum Pjt1 50,60 83,93 13,10 15
Pjt 2 22,02 53,57 13,69 00
Pjt 3 49,40 64,29 27,98 15,63

Il est a noter que les boites témoins de F. graminearum, relatives a chaque technique
sont en annexe III.
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II1.2.2 Activité antifongique des bactéries lactiques
I11.2.2.1 Isolement et caractérisation morphologique

La purification et la caractérisation morphologique de 10% du nombre total des
bactéries isolées de chaque dilution des différents échantillons des blés, nous a permis de
sélectionner 119 isolats bactériens dont 62 sont Gram positif et catalase négative et donc
confirmés comme étant probablement, des bactéries lactiques.

L’observation macroscopique des isolats sur MRS agar dévoile la présence de
colonies rondes de taille variable d’environ 2 a 5Smm de diametre, lisses de couleur
blanchatre crémeuse, de forme circulaire avec un contour régulier ayant I’aspect d’un grain
de lentille.

Sur milieu M17 et Slanetz, les colonies de petite taille sont de couleur créme.
Pendant qu’aucune croissance bactérienne n’a été observée sur les milieux BHI et CATC
gélosé.

Sur le plan microscopique, 1’état frais et la coloration de Gram ont montré que la
quasi-totalité des isolats sont sous forme sphérique ou Cocci, (exception faite pour les
isolats LAB056, LAB057, LAB058, LAB070, LABO71 et LABO72 qui sont des bacilles), et
sont immobiles. Ces bactéries sont Gram positif arrangées en paires (diplocoque), en courte
chainette ou en amas. Notons que le screening préliminaire de leur effet anti-F.
graminearum nous a permis de ne retenir que 19 isolats (Tableau III.10). De ce fait, ces
derniers ont été retenus pour les autres analyses de cette partie de these.

I11.2.2.2 Caractérisation physiologique

La caractérisation physiologique des 19 isolats lactiques montre qu’ils sont capables
de croitre a un large intervalle de température avec une température optimale qui se situe
entre 30°C et 37°C et maximale de 45°C. Notons que six souches sur dix-neuf sont
incapables de croitre a 10°C. Par ailleurs, I’ensemble des bactéries étudiées ne croit pas a
55°C, pendant qu’elles résistent & 60°C durant 30mn. De plus, ces isolats ont la capacité de
croitre a 4,5% voire 6,5% de NaCl, (comme concentration maximale), et 2 un pH qui oscille
entre 4,4 et 6,5 bien que les isolats LAB002, LAB004, LAB008, LABO11, LABO12,
LABO13, LABO15 et LABO18 sont capables de croitre, également, 2 un pH 9,6 (Tableau
I11.13).

I11.2.2.3 Caractérisation biochimique

Les dix-neuf isolats sont catalase négative, homo-fermentaires, capables
d’hydrolyser I’esculine et I’arginine et dégradent le citrate sur milieu KMK (Kempler et
Mec Kay, 1980) via ’enzyme catalase. Ils sont immobiles et incapables de dégrader le
mannitol (a ’exception de la souche LABO14) ni a produire du dextrane. Par ailleurs, apres
48h d’incubation a 37°C, quelques souches ont été capables de réduire le bleu de méthylene
a 0,1% et 0,3%, d’autres ont réduit 50% de la quantité du bleu de méthylene a 0,3% ;
pendant qu’aucune croissance n’a été observée chez LABOO1, LAB00S, LAB009, LABO12,
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LABO13, LABO14, LABO16 et LABO18 aux deux concentrations du bleu de méthyleéne. Les
dix-neuf isolats lactiques peuvent fermenter divers sources de carbone notamment, sucrose,
lactose, xylose, mannose, glycérol, arabinose, glucose, galactose, maltose, sorbitol,
raffinose, rhamnose, cellebiose et I’amidon. De plus, la plupart des isolats résistent a une
concentration de 0.4% de tellurite. Le tableau IIL.13 donne les résultats des tests
morphologiques, physiologiques et biochimiques par isolat.

L’exploitation des résultats des tests biochimiques, via la base de données
https://lab.upbm.org/identifieur/galerie.php nous a permis I’identification donnée dans le

tableau ci-dessous.

Tableau II1.12 : Résultats de I’API 50 CHL

Isolat lactique Espéce % de typicité
LABO001 Lactococcus lactis ssp lactis 1 NM*
LAB002 Lactococcus lactis ssp lactis 1 81.4
LABO03 Pediococcus ssp 94.8
LABO004 Weissella confusa 61.9
LABOOS Pediococcus damnosus 1 100
LAB006 Lactococcus lactis ssp lactis 1 11.1
LABO007 Lactococcus lactis ssp lactis 1 NM
LABO08 Lactococcus lactis ssp lactis 1 33.9
LABO009 Pediococcus ssp 62.7
LABO10 Pediococcus pentasaceus 2 100
LABO11 Tetragenococcus halophilus 76.8
LABO12 Lactococcus lactis ssp lactis 2 99.5
LABO13 Lactococcus lactis ssp lactis 2 99.5
LABO14 Lactococcus lactis ssp lactis 1 NM
LABO15 Lactococcus lactis ssp lactis 1 97.4
LABO16 Lactococcus lactis ssp lactis2 99.5
LABO17 Lactococcus lactis ssp lactis 1 NM
LABO18 Lactococcus lactis ssp lactis 1 NM
LABO19 Lactococcus lactis ssp lactis 1 79.1

*NM : non mentionné
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Tableau 111.13 : Résultats morphologiques, physiologiques et biochimiques des dix-neuf isolats lactiques.

Caractéeres

Profil des Bactéries lactiques

Isolats lactiques

LAB1

LAB2

LAB3

LAB4

LABS

LAB6

LAB7

LABS

LAB9

LAB10

LAB11

LAB12

LAB13

LAB14

LAB15

LAB16

LAB17

LAB18

LAB19

Morphologiques :
Forme cellulaire
Association cellulaire
Croissance sur :

MRS

M17

Slanetz

CATC

BHIA

Cocci

Cocci

Cocci

Cocci

Cocci

Cocci

Cocci

Cocci

Cocci

Cocci
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Dextrane
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TAG

DFUC

LFUC

DARL

+ [

LARL

GNT

+

2KG

5KG

(+) : positive ; (-) : négative ; (Homf) : homofermentaire.
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II1.2.2.4 Caractérisation d’intérét sanitaire

La caractérisation sanitaire avait pour but de distinguer les isolats virulents des non
virulents. Cette étape a été réalisée par deux tests qui sont la recherche de la gélatinase et du
type hémolytique. Les résultats obtenus révelent que ’ensemble des isolats sont y-
hémolytiques et gélatinase négative.

I11.2.2.5 Caractérisation technologique et enzymatique
= Pouvoir acidifiant et cinétique de croissance

Les résultats obtenus de la mesure de ’acidité titrable au cours de la croissance des
cultures sur le lait écrémé stérilisé par tyndallisation, apres des intervalles de temps
d'incubation a 37°C allant jusqu’a 72h, démontrent que la totalité des bactéries lactiques
sélectionnées présentent une production progressive en acide lactique & partir de la
fermentation du lactose. Cette derniere est accompagnée d’un abaissement considérable et
progressif du pH du milieu (pH initial 6,71). En effet, nous constatons des valeurs de pH qui
balancent entre 3,18 et 4,96 avec une moyenne de 3,96 et un écart-type de 0,52. Notons que
36,84% (LABO11, LABO12, LABO13, LABO14, LABO1S5, LABO16 et LABO17) des
souches ont abaissé le pH apres 72 heures d’incubation au-dessous de la moyenne. Par
ailleurs, les courbes obtenues nous permettent de retenir une corrélation négative avec la
cinétique de croissance. En effet, I’augmentation du nombre des cellules bactériennes induit
a I’abaissement du pH du milieu et de ce fait, a son acidification.

D’autre part, I’exploitation détaillée des courbes affichées sur les différents graphes
de la figure II1.74, nous permet de constater que la progression de la syntheése de I’acide
lactique dans le milieu est en corrélation positive avec la cinétique de croissance et du
temps. Notons que ’allure de la courbe de croissance des différentes souches, passe par
plusieurs phases, notamment, une phase d’accélération qui se traduit par une croissance
exponentielle et un taux maximal apres 4h a 6h d’incubation ; une phase de ralentissement
qui dure entre 6h et 36h, durant laquelle nous enregistrons la régression de la vitesse de
croissance, l’épuisement du milieu de culture et le début d’autolyse des cellules
bactériennes ; une phase stationnaire (entre 36h et 48h) qui reflete un taux de croissance
nul ; et enfin, une phase de déclin qui se produit apres 48h d’incubation, durant laquelle nous
remarquons une diminution des cellules vivantes et une lyse cellulaire sous 1’action des
enzymes protéolytiques endogenes. Soulignons ici que I’activité acidifiante varie entre un
minimum de 40°D et un maximum de 70°D (1°D=0.1g d’acide lactique/l). Cette activité est
importante entre 50h et 72h, exception faite pour les isolats LAB0O1, LAB002, LABOOS et
LABO09, ou nous percevons une diminution de I’acidité de 5 a 10°D apres 50h d’incubation
a 37°C. Ce constat, nous mene a révéler que les dix-neuf souches lactiques sélectionnées
sont tres actives et ont un treés bon pouvoir acidifiant.
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= Activité amylolytique, lipolytique et protéolytique

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que la majorité des souches étudiées
sont capables d’hydrolyser ’amidon ; pendant que les isolats LABO15, LABO16, LABO17 et
LABO18 ont présenté des taches brunes apres révélation par ajout de la solution Lugol ; ceci
signifie I’absence de 1’enzyme amylase (Tableau II1.14).

De méme, il en ressort du tableau ci-apres que quinze souches étudiées présentent
une croissance sur milieu MRS-Tweeng.s0 avec une faible activité lipolytique (les diametres
des halos clairs varient entre 6 2 7mm). Notons que les souches LAB0O1, LAB012, LABO13
et LABO17 sont lipase négative.

En ce qui concerne I’activité protéolytique, toutes les souches étudiées ont présenté
une croissance sur milieu MRS-10% lait écrémé avec un caractere protéolytique bien
distinct qui se traduit par ’apparition d’un halo clair autour du disque. Ces halos dévoilent
un important diametre qui oscille entre 11 et 15,5mm pour la plupart des isolats lactiques.
Sur milieu YMA (Yeast Milk Agar) par contre, seules les souches LAB006, LABO07 et
LABO10 ont montré une croissance avec une zone de protéolyse traduite par des halos qui
varient entre 11 et 12mm de diametre. De ce fait, nous constatons que I'activité protéolytique
dépend de la souche et de la relation qui existe entre la composition du milieu de culture et
I'expression de 1'activité protéolytique par chaque souche lactique.

Tableau II1.14 : Résultats des activités amylolytique, lipolytique et protéolytique

Code ID espece Activité technologique et enzymatique”

API 50 CHL Amylolytique Lipolytique (mm) Protéolytique (mm)

Gélose a ’amidon MRS-Tweengy,;0 MRS-10% lait écrémé YMA

LB001 Lactococcus lactis ssp lactis 1 + - 8§+0 -
LB002 Lactococcus lactis ssp lactis 1 + 6+0,36 13,5 £ 6,36 -
LB003 Pediococcus ssp + 6+1,14 10,5 + 0,70 -
LB004 Weissella confusa + 60,57 10,5 + 2,82 -
LB005 Pediococcus damnosus 1 + 6+ 0,08 15,5 £ 3,53 -
LB006 Lactococcus lactis ssp lactis 1 + 6+2729 15,5 +4,94 12 + 3,53
LB007 Lactococcus lactis ssp lactis 1 + 7+£0,02 13+2.82 117,77
LB008 Lactococcus lactis ssp lactis 1 + 7+0,16 13+£4,24 -
LB009 Pediococcus ssp + 6+0,41 11 +2.82 -
LB010 Pediococcus pentasaceus 2 + 6+1,33 12 +4.24 11 £0,70
LBO011 Tetragenococcus halophilus + 6+0,14 13,5+3,53 -
LBO012 Lactococcus lactis ssp lactis 2 + - 15+ 1,41 -
LBO013  Lactococcus lactis ssp lactis 2 + - 9+141 -
LB014 Lactococcus lactis ssp lactis 1 + 6+1,15 13 +£2,82 -
LBO015 Lactococcus lactis ssp lactis 1 - 6+ 1,40 13+ 1,41 -
LB016 Lactococcus lactis ssp lactis2 - 6+0,22 12+ 4,24 -
LB017 Lactococcus lactis ssp lactis 1 - - 9,5+0,70 -
LB018 Lactococcus lactis ssp lactis 1 - 7+£0,12 12,5 £3,53 -
LBO019 Lactococcus lactis ssp lactis 1 + 6+0,15 8+141 -

+ : test positive ; - : test négative ; * les résultats sont donnés par la moyenne de deux valeurs + écart-type
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= Pouvoir texturant

Bien que les résultats obtenus aient révélé que les souches étudiées sont capables de
se développer sur le milieu hyper-saccharosé, elles ont formé de petites colonies a aspect
normal.

= Pouvoir épaississant et coagulant

Il ressort des résultats obtenus, que dix-sept souches sur dix-neuf ont épaissi le lait en
le rendant ferme et épais. L’épaisseur du gel formé varie entre 6 et 10mm selon la souche
lactique. Les souches LABOO1 et LAB0O2 ont donné des gels thixotropiques caractérisés par
un aspect filant, lisse et non homogene ; pendant que la souche LAB004 n’a pas pu épaissir
le lait.

Par ailleurs, les résultats du test du pouvoir coagulant ont montré que la totalité des
isolats sont capables de coaguler le lait apres 48h d’incubation a 37°C. Le coagulum formé a
une consistance ferme et visqueuse. Le volume du lactosérum mesuré pour ces souches varie
d’un minimum de 32% pour LABO13 a un maximum de 89,6% pour LAB0O06 (Tableau
IIL.15). Notons que les isolats les plus performants sont LAB00S, LAB006, LABO07 et
LABO14.

Tableau IIL.15: Résultats du pouvoir épaississant et coagulant des bactéries lactiques

sélectionnées
Code ID espece API 50 CHL Activité technologique
Pouvoir épaississant Pouvoir coagulant
Epaisseur (mm) Volume du lactosérum (%)
LB001 Lactococcus lactis ssp lactis 1 +/- 44
LB002 Lactococcus lactis ssp lactis 1 +/- 56
LB003 Pediococcus ssp 8 45,22
LB004 Weissella confusa - 32,8
LB00S Pediococcus damnosus 1 9 72
LB006 Lactococcus lactis ssp lactis 1 9 89,6
LB007 Lactococcus lactis ssp lactis 1 7 68
LB008 Lactococcus lactis ssp lactis 1 7 52
LB009 Pediococcus ssp 8 64
LB010 Pediococcus pentasaceus 2 7 56
LB011 Tetragenococcus halophilus 10 53,6
LB012 Lactococcus lactis ssp lactis 2 8 40
LB013 Lactococcus lactis ssp lactis 2 9 32
LB014 Lactococcus lactis ssp lactis 1 10 88
LBO015 Lactococcus lactis ssp lactis 1 9 48,8
LBO016 Lactococcus lactis ssp lactis2 9 44
LB017 Lactococcus lactis ssp lactis 1 6 44.8
LB018 Lactococcus lactis ssp lactis 1 6 56
LB019 Lactococcus lactis ssp lactis 1 6 44.4

+/- : gel filant, lisse et non homogene ; - : test négative
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= Pouvoir aromatisant

Toutes les souches isolées a I’exception de la souche LABO16 ont présenté une
coagulation du milieu avec la formation d’un anneau rouge a la surface apres 1’ajout des
deux réactifs VPI et VPII et une coloration rouge brique traduite par la formation d’acétyl-
méthylcarbinol ce qui révele la capacité des isolats sélectionnés a produire I’acétoine.

= Pouvoir autolytique

Les résultats obtenus nous ont permis de constater que cette activité est trés variable
d’une souche a I’autre. Selon Ayad et al. (2004), 1’activité autolytique est classée bonne si
le pouvoir est compris entre 70 a 96%, faible entre 40 a 69% et pauvre entre 0 a 39%.
D’apres la présente échelle, 31,58% des souches ont une bonne activité autolytique (il s’ agit
de LAB006, LAB008, LAB009, LABO11, LABO14 et LABO15), 57,89% des souches ont
une faible activité, et 10,53% ont une pauvre activité autolytique. Les résultats en détails,
sont mentionnés dans le tableau ci-dessous.

Tableau II1.16 : Pouvoir autolytique des souches lactiques

Code ID espece API 50 CHL Absorbance Absorbance apres  Pouvoir autolytique
initiale (A;) incubation (A,) (%)
LBO001 Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.510 0.20 60,78
LB002 Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.497 0.29 41,65
LB003  Pediococcus ssp 0.539 0.18 66,6
LB004 Weissella confusa 0.496 0.22 55,64
LB005 Pediococcus damnosus 1 0.221 0.21 4,97
LB006 Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.468 0.03 93,6
LBO007 Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.277 0.16 42,24
LBO008 Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.561 0.09 83,96
LB009 Pediococcus ssp 0.544 0.16 70,59
LBO010 Pediococcus pentasaceus 2 0.382 0.19 50,26
LBO011 Tetragenococcus halophilus 0.505 0.01 98,02
LBO012  Lactococcus lactis ssp lactis 2 0.202 0.13 35,64
LBO013  Lactococcus lactis ssp lactis 2 0.434 0.14 67,74
LBO014 Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.446 0.12 73,09
LBO015  Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.363 0.05 86,23
LB016 Lactococcus lactis ssp lactis2 0.487 0.19 61
LB017 Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.484 0.20 58,68
LBO018 Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.484 0.17 64,87
LBO019 Lactococcus lactis ssp lactis 1 0.411 0.24 41,61

I11.2.2.6 Résultats de I’activité antifongique des bactéries lactiques
= Résultat qualitatif (Méthode de deux stries ou double couches)

La capacité des isolats lactiques a inhiber la croissance mycélienne des souches de F.
graminearum a été définie comme étant 1’activité ou I’effet anti-F. graminearum (anti-Fgr).
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La recherche de cette activité a été faite via des techniques simples, rapides, fiables,
efficaces et largement décrites dans la littérature notamment, celle de Magnusson et al.,
2003, de Dalié, 2010 et de Kaktcham et al., 2018. Nous rappelons que la potentialité
d’inhibition fongique des souches a été évaluée comme étant : I’absence d’inhibition (-), la
présence de ’inhibition a raison de 1 a 3% (+), la présence d’inhibition a raison de 3 a 8 %
(++), tandis qu’une inhibition supérieure a 8 % est représentée par (+++).

Les résultats du test qualitatif ont révélé que la totalité des isolats ont prouvé une
activité inhibitrice significativement treés efficace vis-a-vis des six souches de F.
graminearum soit un taux d’inhibition de 100%. Ce résultat nous a poussé a refaire le
présent test quatre (04) fois afin de le confirmer, et observer chaque boite de Pétri a I’aide
d’un stéréoscope (loupe binoculaire grossissement x25) a lumiere transmise ; il ressort de
ces observations que la germination des spores fongiques a eu lieu mais sans aucune
croissance radiale, cette derniere a été inhibée par la sécrétion dans le milieu d’un
métabolite extracellulaire par les bactéries lactiques testées (Figure I11.75p).

Figure II1.75 : Résultats du test qualitatif de 1’effet anti-F.gr des bactéries lactiques
sélectionnées. (A) témoin ; (B) test positif ; (C, D) vue au stéréoscope & lumiére transmise (Gx25).

= Résultat quantitatif (Co-culture sur milieu solide)

L’activité antifongique des isolats bactériens a été ensuite confirmée par la méthode
quantitative. L’analyse de la variance a deux critéres de classification a mis en évidence des
différences non significatives pour les facteurs bactérie lactique (Pyaeuwr = 0,82) et espece
fongique (Pyaeyr = 0.81) ainsi que pour leur interaction ; ceci signifie que statistiquement,
I’activité anti-Fgr des dix-neuf souches lactiques est égale et montre une homogénéité par
rapport a la moyenne [S= 18,35 ; CV= 19,09%] (Figure II1.76). En effet, la quasi-totalité
des bactéries ont pu éradiquer la croissance radiale des six souches de F. graminearum avec
un taux d’inhibition de 100% ; exception faite pour I’isolat LABO1S5 vis-a-vis de Fgrl (8%)
et de Fgr27 avec 26%, pour I’isolat LABO18 contre Fgrl et LABO19 contre Fgr3 avec 11%,
par contre LABO18 n’a montré aucun effet inhibiteur contre Fgr3 (Figure IIL.77). Par
ailleurs, 1’observation au stéréoscope a lumiere transmise démontre clairement 1’inhibition
de la croissance radiale des moisissures par les colonies bactériennes (Figure IT1L78p).
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Figure II1.76 : Distribution des bactéries lactiques testées en fonction de leur taux
d’inhibition anti- F.gr.

Moyennes ajustées

Bactérie lac * Fusarium gra

100 -

80

Moyenne d'Inhibition (%)

& & o 3\ > o 4O ®
SESEEEEE SIS TSI

Bactéries lactiques

Figure II1.77 : Effet de I’interaction entre les bactéries lactiques et les souches de F.
graminearum sur le taux d’inhibition.

Page | 149



Chapitre IIT Résultats et Interprétations

Figure II1.78 : Résultats du test quantitatif de I’effet anti-F.gr des bactéries lactiques
sélectionnées. (A) témoin ; (B) test positif ; (C) test négatif ; (D) vue au stéréoscope 2 lumiére transmise
(Gx25).

= Résultat de ’activité antifongique des métabolites extracellulaires des LAB

L’analyse de la variance a deux criteres de classification du test de I’effet anti-
fongique du métabolite extracellulaire de chaque souche lactique n’a pas révélé de
différence significative entre 1’effet des métabolites extracellulaires. L’écart-type est de
23,45 et le coefficient de variation est tres élevé (29,81%), ce qui signifie statistiquement
que les métabolites extracellulaire ont exercé une activité anti-Fgr hétérogene importante
par rapport a la moyenne (Figure II1.79). Signalons que le développement des souches de
F. graminearum s’est révélé significativement différent en présence des métabolites
extracellulaires bactériens (Figure I11.80).
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Figure IIL.79 : Distribution des bactéries lactiques testées en fonction du taux d’inhibition
anti- F.gr de leur métabolite extracellulaire.
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Figure I11.80 : Effet de I’interaction entre les métabolites extracellulaire des bactéries
lactiques et les souches de F. graminearum sur le taux d’inhibition.

A la lumiere des résultats obtenus des trois techniques nous constatons que 1’effet
inhibiteur anti-F. graminearum des bactéries lactiques est dii a ’association des métabolites
extracellulaires et a la présence des colonies bactériennes. En effet, d’aprés les résultats,
nous remarquons que le taux d’inhibition a diminué en I’absence de ces derniéres.

» Détermination de la nature des métabolites extracellulaires des LAB

Les tests des réactions chromogéniques effectués pour la révélation de la
composition du métabolite extracellulaire de chaque isolat lactique se sont révélés positifs
pour les révélateurs chimiques des amines (Ninhydrine) qui apparaissent apres pulvérisation
sous forme de bandes ou de taches violettes, des phénols qui sont rosatres (FeCls) et des
glucides qui sont de couleur rouge (Réactif de Molish) ; pendant qu’ils se sont montrés
négatifs pour les lipides (Dichromate de potassium) (Figure IIL.81). Le tableau III.17
résume les Rf et la nature des bandes révélées des métabolites extracellulaires des
différentes bactéries lactiques étudiées.
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Figure IIL.81 : Plaques CCM de la nature des métabolites extracellulaires des LAB.

De gauche a droite : lipides ; Glucides ; Amines ; Phénols,

Tableau II1.17 : Nature des métabolites extracellulaires produits par les bactéries lactiques

Révélateur Solvant organique
Méthanol Ethanol Chloroforme
Rf LAB Rf LAB Rf LAB
Ninhydrine 0.4 004/005/006 0,3 006/012 0,35 017
0,5 002/003/004/005/006 0,4 008/012 0,5-0,59 001/015/011/019
0,6 004/005/ 0,5 004/006/008/012 0,66 001/019
0,7 004/012 0,6 004/008/012 0,89 001/015/019
0,8 002/003/009 0,7 004/012
FECL; 0,3 005/006 0,2 017/018
04 004/005 0,3 016/018 / /
0,5 004/016/018 0,6 017/018
0,7 002/003 0,8 001/016/017
Molish 04 001/005 0,1 015/017/018 0,5-0,59 001
0,3 010/012/017 0,66 001
0,7 012/017 0,89 001/015/019
0,8 016/017
Dichromate de potassium 0,2 012/017
0,3 012/014/017/019
0,5 012/017/018
! / 0.6 012/017 / /
0,7 016/018
0,8 016/017/019
0,9 012/017/019

/ : Pas de bande révélée.
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II1.2.2.7 Résultats de I’activité anti-DON

Cette étape avait un double intérét: la confirmation des résultats antifongiques
obtenus et ’étude de I’effet des bactéries lactiques sur la synthese du DON. En effet, nous
avons constaté une inhibition de la croissance de F. graminearum avec un taux de 100% par
les 19 isolats lactiques sur milieu liquide gMRS. Par ailleurs, la capacité des LAB a inhiber
la production des mycotoxine a été détectée par CCM. L’exploitation de ces plaques nous a
montré que la production du DON par F. graminearum a été inhibée par les bactéries
lactiques LAB006, LAB0O0S, LABO12, LAB013, LABO17 (Figure II1.82).

Figure IIL.82 : Plaque CCM de DON produit par F. graminearum en présence des LAB.
(Tp) témoin, (T;....T;9) DON en présence des 19 LAB.
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DiSCUSSION GENERALE

Dans ce quatrieme chapitre, nous allons revenir dans un premier temps sur les
principaux résultats du travail de notre these tout en les discutant ; ce qui nous permettra,
dans un second temps, de reprendre les hypotheéses de départ, de les confirmer ou de les
infirmer.

Les moisissures jouent un important rdle dans la détérioration de la qualité sanitaire
des céréales dans le monde entier, causant ainsi, de sérieuses pertes économiques comme le
soulignent différents travaux dans le domaine (Saladino et al., 2016 ; Luz et al., 2017 ;
Kaktcham et al., 2018 ; Guimaraes et al., 2018a). De plus, leurs toxines associées sont la
cause de plusieurs problemes de santé pour I’homme et I’animal. La contamination fongique
et la production de mycotoxines dépendent de plusieurs facteurs biotiques et abiotiques.

Dans la présente these, il était question dans une premiere partie, de soulever le voile
sur la qualité sanitaire des blés durs et tendres locaux et importés, consommés par la
population locale de la wilaya de Béchar; ceci, via un diagnostic global des especes
fongiques et de leurs toxines associées tout en se focalisant sur Fusarium graminearum
Chemotype DON. Et d’essayer dans une seconde partie, de trouver des agents biologiques
sains ayant la capacité d’inhiber la croissance de cette espece et la synthese du DON.

Les résultats de la qualité physicochimique indiquent que les prélevements analysés
du blé dur et tendre (local et importé) renferment un pourcentage d"humidité relative' assez
faible, ce qui permet de classer les différents échantillons dans la catégorie des produits peu
hydratés. Cet avantage n'exclut pas leur contamination par une flore fongique xérotolérante
prépondérante (Gacem, 2011). Ces résultats viennent confirmer ceux révélés par
Belyagoubi (2006), Amrouche (2007), Djaaboub (2010) et Riba et al. (2010).

Les résultats du pH, pour ce qui les concerne, montrent que les différents
échantillons sont neutre voire légerement acides. Par ailleurs, Tabuc (2007) a indiqué que
les champignons peuvent se développer normalement a des pH compris entre 3 et 8 et ont
une croissance optimale a des pH se situant entre 5 et 6. Ces propos nous permettent de dire
quen raison de leurs acidités, les échantillons sont beaucoup plus exposés a une
contamination fongique que bactérienne. Le pH peut avoir un effet critique sur la croissance
fongique et sur la production de mycotoxine. La plupart des moisissures se développent sur
une gamme de pH de 5,5 a 9 avec une Ay, comprise entre 0,85 a 0,98 et a une température
optimale comprise entre 20°C et 30°C (Reboux, 2006).

! Quantité d’eau libre disponible dans I’échantillon et responsable de plusieurs phénomenes d’altération
biologique de 1’aliment notamment mycologique
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Les résultats de I’analyse mycologique des 64 échantillons révélés par la méthode de
dilution, ont montré une nette dominance du genre Aspergillus et Penicillium en nombre et
en fréquence de contamination dans les blés locaux, suivi des Cladosporium et
d’Alternaria ; pendant que les blés importés sont dominés par les genres Fusarium et
Penicillium suivis des Cladosporium et des Aspergillus. Cette dominance semble E&tre
favorisée par une humidité élevée du grain au champ et un stockage prolongé. La
dominance du genre Aspergillus dans la flore contaminant des céréales a été reportée dans
plusieurs travaux Pitt et Christian (1968) ; Belyagoubi (2006) ; Amrouche (2007) ;
Djaaboub (2010) et Riba et al. (2008 ; 2010). Notons que les especes du genre Aspergillus
notamment, Aspergillus flavus (espece la plus fréquente) sont considérées comme des
moisissures de stockage (Christensen et al, 1982). Les autres souches isolées des
échantillons analysés appartiennent aux genres Alternaria, Cladosporium, Ulocladium et
Fusarium qui sont naturellement présents sur les cultures au niveau des champs et dans le
sol (Christensen et al ; 1982 ; Gasem et al., 2011).

La contamination fongique des grains de blé s’explique par leur composition
biochimique et influencée par la charge fongique initiale, les conditions climatiques au
champ et celles du stockage dont I’humidité, la température et le systtme de ventilation
jouent un rdle important voire primordial dans la variation du taux de cette contamination ;
ce qui peut entrainer une modification qualitative et quantitative de la mycoflore. Dans cette
vision Gasem et al., rapporterent que la contamination fongique des céréales au champ ou
pendant le stockage est directement liée aux conditions hydro-thermiques. Les moisissures
de stockage sont capables de croitre sur des substrats contenant 10 a 18% d'humidité ;
toutefois nous notons que ce développement fongique est favorisé par la relation entre la
température et I’humidité ; mais également, par le complexe fongique abritant le grain de
blé.

Notons que 235 isolats ont été purifiés. Ils sont représentés par 42 especes, en des
fiches techniques informatives. Il s’agit : d’Alternaria alternata, A. infectoria, Aspergillus
clavatus, A. fischerianus, A. flavus, A. fumigatus, A. japonicus, A. nidulans, A. niger, A.
niveus, A. oryzea, A. parasiticus, A. sydowi, A. terreus, A. ustus, Cladosporium
cladosporioides, C. herbarum, Fusarium equiseti, F. oxysporum, F. poae, F. solani, F.
graminearum, F. subglutinans, F. verticillioides, Penicillium chrysogenum, P. citreonigrum,
P. digitatum, P. expansum, P. fellutanum, P. funiculosum, P. glabrum, P. glandicola, P.
italicum, P. janthinellum, P. oxalicum, P. paxilli, P. pinophilum, P. simplicissimum, P.
thomii, P. variabile and Ulocladium botrytis.

La caractérisation physiologique des six isolats de F. graminearum montre que la
température optimale permettant une croissance optimale de cette espece se situe entre 20°C
et 25°C en milieu solide. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Booth en 1971
et Pitt et Hocking en 2009 (24°C et 25°C). Aussi, selon les mémes auteurs, les isolats de F.
graminearum ne peuvent pas croitre a 37°C et les résultats démontrés par la présente étude
révelent que la température maximale permettant la croissance de cette espece est 30°C.
Tandis que la température minimale est de 10°C. Le pH optimal permettant une croissance
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optimale de F. graminearum est enregistrée a pH neutre (pH 7) a 25°C. Tandis que le pH
minimal est de 3 a température optimale. Nous notons que ces résultats sont en accord avec
ceux trouvés par Booth en 1971, Wheeler et al en 1991 et Pitt et Hocking en 2009.

F. graminearum Schwabe est un phytopathogeéne ou moisissure des champs, donc il
est logique qu’il nécessite pour sa croissance une A, élevée et quand celle-ci diminue, elle
entrave son développement. Bien que cette espéce peut étre facilement isolée a partir des
grains de céréales en stockage. Les tests effectués sur I’effet des différentes A, ont affirmé
que les isolats de F. graminearum ont une croissance optimale a 0.995 qui diminue avec la
diminution de celle-ci. Dans ce sens, Ramirez et al. (2006) ont montré que I’activité d’eau
optimale de la croissance pour F. graminearum est obtenue a une A,, 0.995, tandis que, le
taux de croissance minimum pour ces souches est obtenu a 0.93. D’autres études ont montré
que I’A,, optimale pour la croissance des especes productrices de DON se situe a 0.995
(Miller et al., 1983 ; Jackson et Bullerman, 1999 ; Birzele et al., 2000).

Par ailleurs, les résultats obtenus ont clairement montré que la majorité des souches
ne supportent pas un taux élevé en NaCl. Des essais réalisés ont montré qu'aux doses de 5 et
10 g.L'! de NaCl, les grains de blé ont germé facilement et la croissance des Fusarium n'a
pas été affectée. En revanche, a 20 g.L'l, la germination a été totalement inhibée, et la
croissance des Fusarium a également été ralentie au point de nuire a leur détection (résultats
non présentés). Le NaCl a donc été suggéré comme inhibiteur dans le milieu de détection
des Fusarium (Pitt et Hocking, 2009).

La contamination des denrées alimentaires destinées a la consommation humaine et
animale, ou comme nous disons «de la fourche a la fourchette », par les moisissures
pathogeénes, continue d'affecter sérieusement la disponibilit¢ et I'innocuité de
I'approvisionnement alimentaire mondial. Ce probleme se présente comme une question
d’importance mondiale, tant sur le plan économique que sur le plan de santé publique. Bien
que la situation soit différente entre les pays développés et ceux en voie de développement,
plusieurs d’entre eux, ont pris conscience de I’ampleur de la question et accordent une
attention grandissante aux problémes posés par ces pathogenes (Tozlovanu, 2008). Devant
ce constat et face a I’émergence d’un sentiment d’insécurité, I’on assiste de plus en plus a la
mise en place des stratégies préventives limitant, ainsi, ces contaminations et dans le cas
échéant, des traitements industriels visant a décontaminer les denrées alimentaires (Scott,
1996 ; Bullerman et al., 2002 ; Park, 2002 ; Ryu et al., 2002).

Dans ce but, de nombreux chercheurs se sont orientés vers des alternatives de lutte
contre cette contamination, en 1’occurrence, la lutte biologique fondée sur I’utilisation des
micro-organismes. Cette voie de recherche connait ces dernieres années un regain de
popularité dans le milieu scientifique, dii en partie a un certain échec de la lutte chimique.
En effet, la lutte biologique est considérée comme une voie alternative a ’utilisation des
produits chimiques qui constituent un danger sur 1’environnement et sur ’homme. De plus,
I'utilisation de plusieurs modes d’action par un seul agent antagoniste et sa capacité
d’adaptation a la rhizosphere contribuent a la durabilité de la lutte biologique (Cook, 1993).
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Actuellement, plusieurs produits de lutte biologique sont commercialisés et utilisés dans le
monde (Sharma et Dohroo, 1999), cependant ils restent insuffisants. De ce fait nous avons
essayé a travers cette étude, d’évaluer le pouvoir antagoniste probable de quelques especes
fongiques et de dix-neuf isolats lactiques vis-a-vis de F. graminearum Chemotype DON.

Partant des résultats obtenus des interactions fongiques, nous avons constaté que la
présence d’Aspergillus flavus, A. parasiticus et A. niger mises en contact direct avec F.
graminearum, a révélé une inhibition significative avec un taux d’inhibition moyen de
70,63%, 60% et 57,5% respectivement pour la technique 1, 72,71%, 65,63% et 92.29%
respectivement pour la technique 2, 47,06%, 40,21% et 72.29% respectivement pour la
technique 3 et 93,85%, 98,81% et 71,63% respectivement pour la derniére technique. Ces
résultats confirment ceux obtenus par les travaux d’Usha et al., en 2012, qui ont montrés
dans un essai d’antagonisme vis-a-vis de la souche pathogene F. oxysporum sur milieu PDA
que les Aspergillus sp ont un effet inhibiteur avec un pourcentage d’inhibition de 42,5%
apres 6jrs d’incubation.

Les résultats obtenus par Bashar et Chakma en 2014 au cours d’une étude de 1’effet
antagoniste de sept souches fongiques d’A. niger isolés a partir du sol, sur F. oxysporum et
F. solani ont montré un pourcentage d’inhibition de 65,21 % et 56,25 % respectivement. De
leur coté, Fakhrunissa-Hashmi et Ghaffar affirmerent en 2006 qu’A. niger et A. flavus ont
eu un effet antagoniste contre une dizaine d’especes fusariennes testées. D’apres ces
travaux, nous pouvons dire que les Aspergillus sp, et plus particulierement, A. parasiticus,
A. flavus et A. niger sont capables d’accaparer le substrat et étre un antagoniste compétitif
important réduisant ainsi, la croissance mycélienne des especes fusariennes pathogenes.
Ceci a condition que 1’agent antagoniste ne soit pas pathogene. Paulitz et al. (1990) ont
mentionné que la constitution d’un substrat peut favoriser le développement de certains
agents antagonistes vis-a-vis de 1’agent pathogene tout en profitant de cette compétition
pour les éléments nutritifs disponibles dans le substrat et accroitre son potentiel d’inoculum.

Les résultats de la confrontation par contact direct sont appuyés par les résultats des
essais de confrontation a distance de temps. Ils montrent que les trois especes aspergillieres
ont révélé un pouvoir inhibiteur tres efficace quand ils sont ensemencés 72h avant
F. graminearum, donc la vitesse de croissance et le temps d’incubation de chaque souche
joue un role primordial dans 1’évaluation de I’interaction entre le pathogeéne et I’antagoniste.
L’introduction de I’agent antagoniste au substrat 72h avant I’arrivée de I’agent pathogene
est 'approche a privilégier (Lewis et Papavizas, 1998). Durant cette période, Aspergillus
forment déja leurs colonies ce qui leur permet d’occuper, prioritairement, le substrat bien
que F. graminearum se développent rapidement sur les milieux classiques (PDA, MEA et
Sabouraud). Ceci peut expliquer également les constats dressés par les résultats obtenus en
ensemencant F. graminearum 72h avant I’ajout des Aspergillus.

Les travaux de Sharma réalisés en 2012 ont démontré au cours d’une étude in vitro
et in vivo de D'interaction antagoniste entre A. niger et F. oxysporum, qu’A. niger a pu
réprimer la croissance de la souche pathogene ainsi que la formation des spores. Il a prouvé
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que le mécanisme de l'antagonisme employé par A. niger était la concurrence, la lyse, la
pénétration et I’hyper-parasitisme. De plus, il a pu observer la lyse du mycélium et la
production des chlamydospores qui se sont formés quand le champignon est sous stress.

Les Fusarium sont connus par leur aptitude a synthétiser des toxines en cas de stress
ou en fin de croissance ; certaines d’entre elles augmentent la perméabilité cellulaire comme
les lycomarasmines et les acides fusariques (Corbaz, 1990). Par ailleurs, une étude sur
I’interaction entre F. verticillioides, F. proliferatum et A. parasiticus menée par Marin et
al. (2001), a révélé qu’A. parasiticus a pu réduire la croissance des Fusarium avec un
pourcentage qui varie entre 6 et 36%, mais il n’a eu aucun effet sur la production de
fumonisine B1. Au contraire, bien que les espeéces fusariennes n’avaient pas d’effet
répresseur de la croissance d’A. parasiticus, elles ont pu réduire significativement
I’accumulation d’aflatoxine B1 (30 a 93%). Dans ce sens, les résultats obtenus lors de notre
travail ont montré la sécrétion de certains exsudats jaunes dans le milieu, cependant les
essais réalisés nous nous ont pas permis de connaitre 1’origine ni la nature de ces molécules.

La confrontation a distance d’espace avait pour but de rechercher d’éventuelles
molécules volatiles permettant la répression de la croissance de I’agent pathogene. Les
résultats ont révélés un effet inhibiteur trés important (entre 58,04% et 100%). 1l en ressort
que, malgré 1’absence d’un contact direct entre les F. graminearum et les Aspergillus, ces
derniers ont pu exercer une activité inhibitrice. Ceci s’expliquerait par I’aptitude des
Aspergillus sp a produire probablement, des substances volatiles qui sont capables de limiter
le développement de 1’agent pathogene.

Brzezinska et Jankiewicz (2012) ont montrés qu’A. niger est capable de synthétiser
des chitinases a effet antifongique. Ce sont des enzymes capables d'hydrolyser la chitine,
constituant principal des parois de certains champignons qui jouent un rdle important dans
la nutrition et le parasitisme. Il est également, impliqué dans la morphogenese fongique et a
I’autolyse (Pretsch et al., 2004). Cette enzyme a eu une activité inhibitrice vis-a-vis de F.
culmorum, F. solani et Rhizoctonia solani. Pendant que la croissance de Botrytis cinerea,
d’Al alternata, et de F. oxysporum n’as pas été affecté. Mellon et al. (2007) ont démontré
que les protéases sécrétées par A. flavus peuvent également jouer un role dans la défense et

la virulence fongique. Suite a ces résultats, nous pouvons déduire que le mécanisme
d’interaction qui se déroule entre F. graminearum et Aspergillus sp est la compétition.

Pour ce qui est des interactions entre Cladosporium sp. et F. graminearum, les
résultats obtenus des quatre techniques de confrontation montrent une nette réduction du
diametre moyen des agents antagonistes en contact avec le pathogéne qui a accaparé
I’intégralit¢ du milieu tout en secrétant une molécule jaune qui diffuse sur la gélose. En
effet, les moisissures appartenant au genre Fusarium sont réputées par leur caractere
toxinogene (Botton et al, 1990 ; Jeunot, 2005 ; Leslie et Summrell, 2006 ; Pitt et
Hocking, 2009). Ainsi, ces résultats refletent 1’état de compétition inter-especes ou nous
remarquons une lutte des deux espeéces pour ’utilisation d’'une méme ressource qui peut
étre de I’espace ou du méme substrat et nutriments nécessaires a leur croissance
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(Gastelum-Martinez, 2012). Les résultats montrent clairement que F. graminearum
posseéde un avantage compétitif dans 1’appropriation des nutriments et de 1’espace lui
permettant le contrdle et I’élimination des especes antagonistes. En outre, cet état a un effet
négatif sur la vitesse de croissance du pathogeéne par rapport au témoin, sachant,
pertinemment, que Cladosporium a une vitesse de croissance moindre par rapport aux
Fusaria.

D’autre part, Iftikhar-Khan et Sarwr-Alam ont montré en 2001, que le filtrat de
deux souches de Cladosporium peut réduire le flétrissement du pois-chiche causé par F.
oxysporum de 55% pour la premiere souche et de 24% pour la seconde souche. Ceci
indiquait qu’elles ont produit des métabolites antifongiques dans le filtrat. Par ailleurs, Les
isolats de Cladosporium ont une activité antifongique meilleure (55% et 43%,
respectivement) sur Czapek Dox modifié (contenant du nitrite de sodium qui est une
meilleure source d'azote). Notons que les mémes constations ont été faites pour les
interactions entre P. janthinellum et F. graminearum.

Suite a ces résultats nous suggérons que le choix des agents antagonistes et
pathogenes dans le cadre des interactions biologiques est d’une importance primordiale car
ceci influence beaucoup les résultats. Et de ce fait, un screening préliminaire s’avere
nécessaire.

Plusieurs travaux réalisés depuis des années ont prouvé que les bactéries lactiques
peuvent €tre une solution intéressante vis-a-vis des contaminations fongiques et leurs
toxines associées (Mohran et al., 1984 ; Coallier-Ascah et Idziak, 1985 ; Magnusson et
Schnurer, 2001 ; Strom et al., 2002 ; Sjogren et al., 2003 ; Schnurer et Magnusson,
2005 ; Rouse et al., 2007 ; Niderkorn et al., 2008 ; Dalié et al., 2010 ; Franco et al.,
2011 ; Gerbaldo et al., 2012 ; Rayes, 2013 ; Ngang et al., 2015 ; Saladino et al., 2016 ;
Al-Haik et al., 2017 ; Juodeikiene et al., 2018 ; Shehata et al., 2019 ; Marti-Quijal et al.,
2020). Dans la présente étude, dix-neuf (19) isolats lactiques ont été examinées
principalement, pour leur effet anti-F. graminearum et anti-DON, mais également pour
leurs aptitudes technologiques.

L’étude des principaux caracteres morphologiques et biochimiques ont montré que
les 19 isolats sont des Cocci, Gram positif, immobiles, arrangées isolées, en diplocoque et
en courte chainettes, dextrane et catalase négatif. En effet, les bactéries lactiques ne
dégagent pas de gaz (absence d’effervescence), car elles n’éliminent pas facilement le
peroxyde et donc, elles sont considérées comme micro-aérophiles (Dellaglio et al., 1994 ;
Vignola, 2002). Selon Joffin et Leyral (1996), la classification primaire des isolats peut
étre réalisée selon la coloration de Gram, la morphologie cellulaire des colonies et leur
mode d’association. L’identification macroscopique des isolats bactériens sur les différents
milieux notamment MRS, M17, BHI et Slanetz, montre que la forme des colonies est
sphérique, de couleur blanchétre, ce qui correspond a la définition générale des bactéries
lactiques (Franz et al., 1998).
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La dégradation des carbohydrates a été étudiée par la galerie API 50 CHL
L’exploitation des résultats nous a permis d’identifier les différents isolats et de les
regrouper en sept especes : Tetragenococcus halophilus, Lactococcus lactis ssp lactis 1,
Pediococcus sp, Lactococcus lactis ssp lactis 2, Weissella confusa et Pediococcus
pentosaceus 1 et Pediococcus damnosus 1. 11 est, toutefois, recommandé de procéder a une
identification moléculaire. En effet, ’étude réalisée par Ouadghiri et al. (2009) sur
I’identification de 300 bactéries lactiques du lait cru et de ses dérivés « Lben » et « Jben »
marocains par des méthodes biochimiques (API 50 CH), moléculaires (SDS-PAGE) et
génotypiques (GTG)S-PCR a indiqué que I’identification par le systtme API manque de
précision.

D’apres les tests physiologiques effectués, les souches lactiques ont montré une
résistance a une large gamme de facteurs abiotiques. Ceci reflete leur pouvoir de résistance
aux stress rencontrés dans I’environnement (10°C<T°<45°C, thermo-résistance a 60°C pdt
30mn, 4,4<pH<6.5 et 4,5%< NaCl< 9,5%). Cette résistance est un avantage dans le
biocontrdle car nous pouvons utiliser ces bactéries dans plusieurs conditions expérimentales
dans les travaux futures. En effet, la sélection d’isolats les plus robustes est fondamentale
pour la bio-préservation. De plus, la sélection doit étre basée en premier sur son caractere
GRAS (generally regarded as safe) et en second lieu, sur sa capacité d’adaptation aux
conditions de préservation et de traitements argo-alimentaires.

La gélatinase est 1'un des facteurs de virulence largement étudiée (Del Papa et al.,
2011) ; il s'agit d'une Zinc-métalloprotéase extracellulaire qui agit sur une variété de
substrats tels que la chaine B de l'insuline, le collagéne des tissus, le vasoconstricteur
endothéline-1, ainsi que des phéromones sexuelles et leurs peptides inhibiteurs (Waters et
al., 2003 ; Fisher et al., 2009). En outre, la gélatinase contribue au processus de formation
de biofilm, ce qui peut accroitre la capacité des entérocoques a coloniser les tissus et a
persister dans les sites d'infection (Del Papa et al., 2011). Les résultats de recherche de la
gélatinase ont montré que 100% des isolats ne dégradent pas la gélatine ce qui signifie qu’ils
ne possedent pas le génotype (GEL) : une protéase capable d’hydrolyser la gélatine, et donc,
ne sont pas pathogenes. Ce critere est trés important dans le domaine agro-alimentaire si
nous comptons utiliser ces souches lactiques comme starters (Marroki et Bousmaha-
Marroki, 2014).

Les amylases microbiennes sont des enzymes recherchées et utilisées dans les
industries alimentaires en raison de leur productivité et thermo-stabilit¢ (Burhan et al.,
2003). Les résultats du pouvoir amylolytique ont dévoilé que les souches étudiées présentent
une croissance sur le milieu a base d’amidon, mais quatre souches (LABO15, LABO16,
LABO17, LABO18) n’hydrolysent pas I’amidon, ce qui signifie 1’absence de 1’enzyme
amylase. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Thapa et al. (2006) qui ont
déclaré que I’ensemble des souches lactiques isolées des produits de la péche (Lactococcus
lactis subsp cremoris, Lactococcus lactis subsp lactis, Lactococcus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Pediococcus pentosaceus et
Weissella confusa) sont amylase positive.
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L'action protéolytique des bactéries lactiques peut se manifester soit par une
production d'enzymes exo-cellulaires qui accompagne le développement microbien, soit par
une libération d'enzymes endo-cellulaires apres la lyse des cellules bactériennes. Dans cette
étude, sur MRS, des halos qui oscillent entre 11 et 15,5mm de diametre ont été enregistrés
pour les souches lactiques étudiées, a I’exception des souches LABOO1, LABO13 et
LABO19 qui ont exhibé un diameétre de protéolyse moins important (8,5mm en moyenne).
Ainsi, sur milieu YMA, les souches LAB006, LAB0O07 et LABO10 ont présenté des halos
entre 11 et 12mm de diametre. L activité protéolytique intervient dans les caractéristiques
des produits laitiers fermentés, la protéolyse est a I’origine de I’apparition de nombreux
composés aromatiques ol leurs précurseurs jouent aussi un role dans la texture des fromages
en produisant les exopolysaccharides (Savoy et Hébert, 2001 ; Hassaine et al., 2007).
D’apres les résultats obtenus, les bactéries isolées possedent des protéinases et des
peptidases nécessaires a la dégradation des protéines du lait en acides aminés. Notons que la
souche bactérienne est dite protéolytique si elle présente une zone de lyse entre 5 et 15mm
de diametre ; de ce fait, les dix-neuf souches testées sont considérées comme étant
protéolytiques.

Le calcul de I’épaisseur du lait écrémé ensemencé par les souches sélectionnées nous
renseigne approximativement, sur la production et la quantité d’EPS libérée. Les résultats
montrent qu’il y a une augmentation du volume du lait écrémé ensemencé dans tous les
tubes. Dans ce sens, Béal et son équipe avancerent, en 2008, que certaines bactéries
lactiques ont la capacité de produire des EPS dont leur accumulation provoque une
augmentation de la viscosité des milieux. La production d’EPS dépend de la souche
bactérienne (Ricciardi et Clementi, 2000), de la croissance bactérienne (Ruas-Madiedo et
Reyes-Gavilan, 2005), de la température d’incubation (Looijesteijin et al., 2001), du
milieu de culture, de la quantité d’O, que contient le milieu (Cerning et al., 1990) et de la
durée de fermentation (Chamba, 2008). Une particularité sensorielle clé de la production de
yaourt est la texture, principalement, entralnée par la coagulation protéique due a
I'acidification par les bactéries lactiques. Les exopolysaccharides sont des polysaccharides
exo-cellulaires qui peuvent étre trouvés, soit fixés a la paroi cellulaire sous la forme de
capsules, ou sécrétés dans le milieu extracellulaire ; les EPS jouent un rdle trés important
dans l'industrie laitiere, car ces biomolécules améliorent la texture et peuvent agir comme
épaississant, stabilisant, agent viscosifiant, émulsifiant ou gélifiant naturel.

Les souches lactiques productrices de composés aromatiques sont largement,
recherchées dans les industries technologiques notamment laitieres. Les résultats obtenus,
ont montré que 18 isolats sur 19 ont un pouvoir aromatique puisqu’elles sont capables de
synthétiser 1’acétoine (Raynaud et al., 2003 ; Leroy et De Vuyst, 2004). Le pyruvate se
transforme en acétoine sous 1’action de la soude (VPII) et se combine avec I’a-naphtol
(VPD) en donnant un complexe rouge. I’a-acétolactate est un composé instable, il peut se
transformer spontanément en diacétyle et/ou en acétoine (Monnet et al., 2008). D’apres
Phalip et al. (1994), I’acétoine est I’'une des molécules aromatiques du catabolisme des
acides aminés (acide aspartique), comme il peut avoir comme origine la dégradation totale
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ou partielle de I’acide citrique pendant la fermentation lactique. Les bactéries lactiques qui
métabolisent le citrate jouent un role important dans de nombreux procédés laitiers car, chez
ces dernieres, le métabolisme du citrate et du lactose entraine la production de diacétyle,
d’acétoine et de CO,, participant ainsi, aux qualités aromatiques et texturales des produits
(Raynaud et al., 2003).

En choisissant la voie de la fermentation lactique, les bactéries lactiques produisent
de I’acide lactique qui provoque une coagulation de lait. Elle peut étre provoquée, soit par la
transformation progressive du lactose du lait en acide lactique qui provoque 1’abaissement
du pH et la coagulation du lait, soit par un systeme d’enzymes protéolytiques qui ont la
propriété de coaguler le lait. Les dix-neuf bactéries ont montré une capacité de coagulation
du lait importante, allant de 32 a 89,6%.

L’activité acidifiante est 'une des principales fonctions des bactéries lactiques. La
mesure de Dactivité acidifiante consiste a suivre, d’une part I’évolution du pH des
différentes cultures en fonction du temps et d’autre part, de doser simultanément I’acidité
totale par la soude. Il semble que la plupart des especes identifiées dans cette étude sont
capables d’abaisser le pH entre 3,18 et 4,96 apres 72h d’incubation. Une bonne culture
starter productrice d'acide réduira le pH du lait de sa valeur initiale de 6,6 a 5,3 en 6h a 30°C
(Boussouar, 2016). De ce fait, nous constatons que nos isolats ont un pouvoir acidifiant
modéré.

Il est admis que 1’autolyse entraine la libération des constituants endo-cellulaire en
I’occurrence les enzymes dont elles peuvent avoir un impact sur la flaveur et ’ardme des
fromages au cours de leur maturation. L’activité autolytique est classée selon Ayad et al.
(2004) de bonne avec 70 a 96%, faible avec 40 a 69% et pauvre de 0 a 39%. D’apres les
résultats obtenus et selon cette échelle, 31,5% des souches ont une bonne activité
autolytique, 52,6% des souches ont une faible activité, et 15,7% ont une pauvre activité
autolytique.

La recherche de I’activité antifongique des dix-neuf souches lactiques par la méthode
de double couche, a révélé la forte capacité de I’ensemble des bactéries lactiques a inhiber
totalement la croissance mycélienne des F. graminearum. En effet, Zebboudj et al. (2020)
montrent la capacité des bactéries lactiques du genre Lactococcus lactis a inhiber la
croissance des Fusarium sur MRS avec un taux moyen de 60,5%. Il a été révélé que les
composés antifongiques produits par les bactéries lactiques ne présentent une activité
optimale que sous certaines conditions, notamment la température, le pH (Rouse et al.,
2007), le milieu de culture et de la phase de croissance (Dalié et al., 2010). Dans ce sens,
Batish et al. (1990) ont constaté que I’activité antifongique de Lb. acidophilus est maximale
dans le milieu Elliker par rapport au M17et MRS, et I’augmentation de la période
d’incubation a entrainé une baisse dans 1’activité antifongique. Sathe et al. (2007) ont
démontré que Iactivité antifongique de Lb. plantarum CUK501 est maximale 2 30 C
lorsque la culture est a la fin de la phase logarithmique. Dans le méme contexte, Dalié a
déclaré en 2010 que I’activité antifongique se trouve augmentée lorsqu’elle est cultivée sur
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milieu MRS suggérant 1’existence dans ce milieu de composés qui activeraient ou qui
agiraient en synergie avec les entités produites par la souche lactique. Ces résultats sont en
accord avec ceux de (Laref et Gessas, 2013), qui ont montré que 1’étude de la cinétique de
production des métabolites antifongiques dans le milieu MRS a révélé une production
majeure de ces métabolites pendant la phase de croissance, exponentielle et stationnaire. En
outre, aucune diminution de 1’accumulation de ces métabolites n’a été observée au-dela de
la phase stationnaire.

Plusieurs chercheurs ont suggéré que I’effet antifongique exhibé par les bactéries
lactiques est dii, soit a des acides organiques, soit a des protéines (voir tableau I.3-
Chapitre I). Les résultats obtenus montrent clairement, la sécrétion des métabolites
extracellulaires par les isolats étudiés. Les travaux de Dalié (2010) ont démontré que
Pactivité anti-Fusarium des bactéries lactiques n’était pas liée a la production d’acides
organiques. Ceci nous a amené a émettre I’hypothese de 1’existence d’un ou plusieurs
composés capables d’inhiber la croissance de F. graminearum, différents des acides
organiques. En effet, la détermination de la nature des métabolites a révélé qu’il s’agissait
de molécules gluco-protéiques et de phénols. La déperdition du taux d’inhibition enregistrée
apres plusieurs jours d’incubation est expliquée par plusieurs auteurs par la capacité des
moisissures a dégrader les métabolites extracellulaires qui sont de nature protéique et a les
utiliser comme source de carbone quand les éléments du milieu sont épuisés. Ceci, par le
biais d’une panoplie d’enzymes (Dalié, 2010).

En outre, la variabilité de la zone d’inhibition par certains genres ou especes semble
plus active en phase de germination des spores ou conidies fongiques. En effet, cette étape
est la phase de croissance la plus sensible a I’inhibition et la différence de la sensibilité
observée entre les especes des moisissures peut étre liée a leur capacité a changer le
métabolisme cellulaire en réponse a des conditions de stress. Et les résultats obtenus ont
montré que les bactéries lactiques les plus performantes ont arrété la croissance mycélienne
des especes fongiques juste apres la germination de leurs spores. D’autre part, la variabilité
des zones d’inhibition est probablement liée a la sensibilité des moisissures aux différents
métabolites produits par les bactéries lactiques ainsi que leur concentration.

L’activité anti-DON des LAB sur milieu liquide permet a la fois d’étudier leur effet
sur le développement de F. graminearum et sur sa capacité a produire DON. Les résultats
obtenus ont montré que la croissance de F. graminearum a été totalement inhibée. La
comparaison des plaques CCM test avec celles des témoins nous a permis de déduire que
certaines souches ont pu inhiber la production de la toxine ou ont pu réduire sa
concentration dans le milieu. Il est suggéré que ces résultats soient confirmés par des
moyens plus sensibles notamment HPLC et ELISA quantitative. Les interactions entre les
bactéries lactiques et les moisissures et leurs mycotoxines ont plusieurs résultats possibles :
I’inhibition ou la dégradation, mais néanmoins, elles conduisent parfois a une inhibition de
I’un de ces microorganismes et de ses métabolites. Cependant, Hassan et Bullerman (2008)
ont indiqué une augmentation significative de la production de DON par F. graminearum
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R4053 lorsqu’il est cultivé simultanément en milieu liquide avec Lb. paracasei subsp.
tolerans.

A la lumiere de ces résultats obtenus lors de cette étude, il apparait clairement que
les bactéries lactiques représentent une voie d’avenir pour la production des substances
antifongiques utilisées dans la bio-conservation des aliments. L’analyse des propriétés
physico-chimiques de cette substance a activité inhibitrice est nécessaire et peut servir de
base pour orienter les futurs travaux de recherches. Les bactéries lactiques, de par leur
innocuité, leurs propriétés technologiques et antimicrobiennes, semblent &tre de bonnes
candidates pour la bio-conservation des produits alimentaires et la lutte contre les
moisissures et leurs toxines associées.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au terme de ce travail de these, nous rappelons que 1’objectif recherché qui était la
réalisation d’une étude visant I’identification des contaminants fongiques des grains du blé
local et importé de France, et de tenter de lutter biologiquement contre Fusarium
graminearum chemotype DON. Pour ce faire, nous allons reprendre les hypotheéses de
départ que nous avons essayé de confirmer ou d’infirmer tout au long de la présente étude
de these.

Hypothese 1 : la croissance mycélienne dépend des facteurs de I’environnement ce qui
influence la variabilité des espéces fongiques des blés.

Dans un premier temps, dans le cadre de I’évaluation sanitaire des blés consommés
par la population locale de la wilaya de Béchar, nous avons eu a constater que ces blés
abritaient une flore fongique diversifiée, dont les especes appartenaient a plusieurs genres
réputés par leur caractere toxinogene. Nous citons, principalement, Aspergillus, Penicillium,
Fusarium et Alternaria; ceci avec une fréquence et une dominance différente. Cette
différence est due a leur provenance. En effet, les facteurs climatiques et les conditions de
stockage influencent fortement la variabilité des especes fongiques sur un substrat ou un
autre. En focalisant notre investigation sur F. graminearum Chemotype DON et sur sa
toxine associée, nous avons réalisé une forte contamination des blés, notamment importés,
en déoxynivalenol. Les doses quantifiées dépassaient largement les seuils maximaux exigés
en Europe. Cependant, nous enregistrons 1’absence d’une réglementation nationale
spécifiant les doses maximales en DON sur les grains de blé, malgré le fait que les
importations en matiere de blé soient de France, un pays qui connait depuis des années
d’importantes pertes économiques et sanitaires a cause de cette moisissure et de sa toxine.

Hypotheése 2: les interactions fongiques pour le méme substrat, influencent le
développement d’une espéce fongique par rapport a une autre, tout en ayant un effet
corrélatif positif, plutot négatif, ou encore neutre

Outre les conditions de I’environnement, la présence de plusieurs especes ou genres
fongiques provoque différentes situations d’interactions entre elles ; ce qui mene a des
coactions positives, négatives ou encore neutres. Dans le cas de cette étude, nous avons
constaté que la croissance fongique dépend de I’espece compétitive, de la vitesse de
croissance des deux especes fongiques et de la capacité de chacune d’elles a synthétiser des
molécules secondaires bioactives, capables de limiter, voire d’inhiber la croissance de
I’autre espece. Cependant, le choix de 1’agent antagoniste reste une préoccupation majeure.
En effet, un agent antagoniste doit &tre sain et non toxinogene étant donné qu’il est
susceptible d’étre utilisé comme agent de bio-conservation. Toutefois, bien que Ia
production du DON dépend principalement du caractere toxinogene de F. graminearum ;
néanmoins, d’autres especes que ce soit des especes qui font partie du complexe fusarien ou
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qu’elles appartiennent a d’autres genres, pourraient également, influencer la production du
DON, par compétition ou au contraire en synergie avec 1’espéce toxinogene.

La connaissance des origines et des causes de la production des mycotoxines dans
les céréales et du développement des moisissures nous permet de mettre au point des modes
de conduite agricoles et de transformations agroalimentaires plus sfirs, permettant, ainsi, de
prévoir la contamination fongique et d’assurer une alimentation saine, notamment, en ce qui
concerne les cultures stratégiques.

Hypothese 3 : les grains de blé abritent des microorganismes sains, notamment des
bactéries lactiques, capables de limiter, voire éliminer les moisissures et leurs toxines
associées.

D’autres microorganismes méritent notre attention. Il s’agit des bactéries lactiques
qui sont reconnues comme agent de préservation par excellence. Ceci a cause de leur
caractere GRAS et leur capacité non seulement, de s’adapter aux conditions extrémes mais
également a leur pouvoir antifongique. Lors de la présente étude, nous avons constaté une
activité antifongique importante des bactéries lactiques isolées des mémes biotopes que le
pathogene, allant jusqu’a 100% d’inhibition. De plus d’autres avantages technologiques et
enzymatiques ont été enregistrés. Pour ce qui est de leur effet anti-DON, la chromatographie
sur couche mince ne nous a pas permis de quantifier cette toxine dans le milieu de culture et
de ce fait de déduire le mode d’intervention utilisé par les bactéries lactiques contre DON :
élimination ou dégradation, ou plutdt répression de sa synthese. Il est donc, suggéré
d’utiliser HPLC, et le cas échéant, ELISA quantitative.

Analyser un risque lié aux moisissures et a leurs toxines associées consiste d’abord,
a évaluer la probabilité de son apparence, de sa sévérité et de ses effets néfastes probables
sur la santé. Puis, d’élaborer des solutions saines afin de minimiser, voire, éliminer ce
risque. Dans ce contexte, notre travail de these, contribue a trouver des solutions permettant
la minimisation des risques li€s a la fusariose du blé et au DON. Néanmoins, il faudra
rappeler que cette étude, bien que prometteuse, ne représente pas une large gamme de
situations et mérite d’étre approfondie et élargie.

Ce présent travail de these nous apparait comme un travail préliminaire ouvrant la
voie a de nombreuses perspectives de recherche. Ces perspectives concernent trois volets
qui sont :

1. La validation des résultats obtenus lors de ce travail, par :
- I’étude d’un grand nombre de souche de F. graminearum ;
- I’étude de F. culmorum Chemotype DON ;
- le dosage du DON par des techniques plus sensibles ;
- D’identification moléculaire des especes fongiques et bactériennes ;
- le renforcement du contrdle phytosanitaire.

2. Des études d’impact sur Ueffet :
- du DON sur la croissance des F. graminearum et autres especes fongiques ;
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- toxicologique du DON sur les animaux pour spécifier la dose maximale
permise ;

- combiné des facteurs abiotiques et biotiques sur la croissance de F. graminearum
et la biosynthese du DON, mais également sur les interactions microbiennes ;

- enfin, des autres moisissures du complexe fusarien en compétition ou en
synergie, ou plus largement, du complexe fongique, sur la synthése du DON.

3. L’étude de la cinétique de I’élimination ou de la dégradation du DON par les
bactéries lactiques ou les autres espéces fongiques.
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ANNEXE I-Introduction
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Figure 1 : Prévalence des mycotoxines dans le monde entre 2005 et 2012. Données issues
de 19 000 échantillons analysés (céréales et produits transformés destinés a I’alimentation
animale). AF : aflatoxines, ZEA : zéaralénone, DON : déoxynivalénol, FB : fumonisines,
OTA : ochratoxine A. (Schatzmayr et al., 2013).
ANNEXE II-Chapitre 11
Milieux de culture pour 1000ml d’eau distillée
PDA MEA
Pomme de terre (macération 500ml de filtrat) 200g  Matiere seche 50g
Sucrose 10g Agar 5¢g
Agar 15¢g
G25N CYA
KH2PO4 0.75 g Czapek Concentre 10 ml
Czapek Concentre 7.5ml KH2PO 41¢g
Extrait de levure 3.7g  Extrait de levure 5¢g
Glycerol 250 g  Sucrose 30¢g
Agar 12 ¢ Agar 15¢
SNA Milieu AFPA
K2HPO4 0.5g Extrait de levure 20g
KNO3 1g peptone 10g
MgS04.7H20 0.5g Citrate ferrique ammoniacal 0.5g
KCL 0.5g chloramphenicol 0.1g
Glucose 0.2g  Dichloran solution ethanolique 2 0.2% 1ml
Agar 20g Agar 15¢g
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DCPA DCMA
Peptone bactériologique 15g  Extrait de malt 10g
K2HPO4 lg Dichloran solution éthanoique Iml
MgS04.7H20 05g Agar 15¢
Chloramphénicol 02¢g GYEP
Dichloran (2-6-dichloro-4-nitroaniline) en 1 ml Glucose 50g

solution alcoolique (0,2 g de dichlorandans
100 ml d’éthanol)

Crystal violet en solution aqueuse (50 mg 1ml  Extrait de levure 1g
de crystal violet dans 100 ml d’eaudistillée)
Agar 15¢g Néopeptone: g
MRS BHI
Peptone 10g Peptone de caséine 15¢g
Extrait de viande 10g Peptone de viande 6g
Extrait de levure S5¢g Infusion cervelle cceur 6g
Sodium acétate 10g Extrait de levure S5¢g
Di-potassium hydrogénophosphate 2g Dextrose 2g
Polysorbate 80 g Chlorure de sodium 5,5¢
Ammonium citrate 2g Phosphate dipotassique 2,5g
Magnésiumsulphate 0,10g
Manganesesulphate 0,05¢g KMK
Glucose 20g Biopolytone 3g
Tween 80 1 ml Glucose 2,5g
Agar 15¢ Agar 15¢g
Citrate de Simmons Mannitol-mobilité
Sulfate de magnésium 0,2g  Peptone 20g
Phosphate de mono-ammoniaque 1g Nitrate de potassium 1g
Phosphate bipotassique 1g Mannitol 2g
Citrate de sodium 2g Rouge de phénol 40g
Chlorure de sodium S5¢g Agar 4g
Bleu de bromothymol 0,08¢g
Agar 15g
M17 Bouillon a I’esculine
Extrait de levure 2,5¢  Peptone 10g
Extrait de viande S5¢g Esculine g
Tryptone S5¢g Citrate de fer ammoniacal g
Peptone papainique 2,5g
Peptone pepsique de viande S5¢g Mbller a ’arginine
Acide ascorbique 0,5g  Extrait de levure 3g
Lactose S5¢g l-arginine S5¢g
Glycérophosphate de sodium 19¢ Glucose 1g
Sulfate de magnésium 0,25g  Chlorure de sodium S5¢g
Agar 15g Indicateur de pH le pourpe de 0.16mg
bromocrésol
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MSE CATC
Tryptone 10g Peptone de caseine 18¢g
Gélatine 2,5¢  Extrait de levure S5¢g
Extrait de levure S5¢g Potassium S5¢g
Saccharose 100g  Citrate de sodium 15¢g
Glucose S5¢g Tween 80 Iml
Citrate de sodium 1g Agar 15¢
Azides de sodium 75mg Solutions ajoutées
Agar 15¢ TTC 0.1g
Gélose blanche a 2% Carbonate de sodium 2g
Agar 20g Azide de sodium 0.4g
Milieu Clark et Lubs Lait de Sherman
Peptone g Lait écrémé 10g
Phosphate dipotassique S5¢g Extrait de levure 05¢g
Glucose S5¢g Eau distillée 950 ml
YMA Gélose a la gélatine
Peptone S5¢g Peptone S5¢g
Extrait de levure 3g Extrait de levure 3g
Lait écrémé g Gélatine 30g
Agar 15g Eau distillée gsp 1000ml
Agar 15¢
Gélose hypersaccharosée API50 CHL
Extrait de viande 10g Polypeptone : 10g
Extrait de levure 3g Extrait de levure : S5g
Peptone 2.5g¢  Tween 80 Iml
Saccharose 150g  Phosphate dipotassique 2g
K2HPO4 2g Acétate de sodium : S5g
NaCl 1g Citrate diammonique : 2g
MgS04, TH20 0.2g Sulfate de magnésium : 0,20g
Agar 15¢ Bromocrésol Pourpre 0,17¢g
Sulfate de manganese 0,05¢g

Révélateurs chimiques pour 100ml
Ninhydrine: révélateur des amines, acides aminés et  Chlorure de fer ferreux (FeCl3): réactif des

les osamines phénols
Ninhydrine : 0.2g  Meélanger 1% du FeCl3 dans un mélange de
Acétone : 100ml méthanol/eau (50/50 v/v).
Révélateur de Molish : réactif des sucres Dichromate de potassium :
révélateurs des lipides
a-naphtol 0,25 g Dichromate de potassium 10,5mg
Ethanol 50 mL Acide sulfurique 6,5ml
Acide sulfurique a 20% 50 mL  Ethanol 40,5ml
Eau distilée 4ml
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ANNEXES III -Chapitre I11

Figure 2 : Témoins de F. graminearum. (A) Techniques 1, 2 et 3 ; (B, C) Technique 4.

ANNEXES IV -Discussion générale

Tableau 1 : Les différents criteres de la qualité du blé tendre et du blé dur a I’échelle
national (Journal officiel de la république algérienne, décret n°88-152 du 26 juillet

1988)

Tableau 2 :
mondiale (Codex STAN 199-1995)

Elément Teneur maximale autorisée
Blé dur BI¢é tendre
Poids spécifique 76-80 74-77 Kg/hectolitre
Kg/hectolitre
Taux d’humidité <17% <17%
Impureté de I* catégorie dont : 1-3% 1-3%
grains nuisibles 0.25% 0.25%
Impuretés II"™ catégorie dont : 1-10% 1-6%
Grains boutés 5% -
Grains cassés 5% 4%
Grains punaisés <10% 2%
Grains métadinés 10-20% -
Présence de grains de blé tendre | 5% -
Présence d’ergot 1%0 1%o0
les différents criteres de la qualité du blé tendre et du blé dur a I’échelle

Elément Définition Teneur maximale autorisée
Teneur en eau - 14.5% m/m
Sclerotium du champignon - 0.05% m/m

Claviceps purpurea

Graines crotalaires, nielles de blé, stamoines
et autres variétés de graines généralement
reconnues comme dangereuses pour la santé

0% m/m ou teneur n’ayant
pas d’impact sur la santé

Métaux lourds

0% m/m ou teneur n’ayant
pas d’impact sur la santé

Résidus de pesticides

0% m/m ou teneur n’ayant
pas d’impact sur la santé

Souillures Impurtés d’origines animales | 0.1% m/m
y compris les insectes mortes

Matieres étrangeres organiques Autres graines que le blé, | 1.5% m/m
tiges, etc.

Matiéres étrangeres inorganiques Pierres, poussiere 0.5% m/m
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Wheat and its derivatives are a main staple food for the Algerian populations. The objective of this
study aims to analyze local and imported wheat grains for fungi particularly Fusarium graminearum chem-
otype DON and evaluate deoxynivalenol (DON) contaminated wheat collected from Bechar region, in
south-western Algeria. A total of 64 of wheat samples were examined for fungal contamination and fungal load
was determined by means of standard microbiological method. DON was detected using the ELISA technique.
The results revealed that 98.44% of analyzed samples showed positive results regarding fungal contamination.
More precisely, local wheat was dominated by Aspergillus and Penicillium and imported wheat was dominated
by Fusarium, Penicillium and Aspergillus species. Results showed that 62.5% of F. graminearum strains pro-
duced DON. Contamination levels of wheat with DON ranging from < 0.04 ppm to > 5ppm for soft wheat and
from <0.12ppm to > 15ppm for durum wheat. So, 62.96% of soft wheat grains and 55.56% of durum wheat
imported from France, and also 18.18% of local durum wheat exceed the permissible limit by far. This study
provides basic grounds in assessing the degree of fungal and potential DON contamination in Algerian wheat.

Keywords: Deoxynivalenol (DON), Fusarium graminearum, fungal load, wheat, Bechar district (Algeria).

Moulds play a significant role in wheat grains spoilage worldwide causing impor-
tant economic losses and lowering their quality (Pitt and Hocking, 2009; Saladino et al.,
2016; Luz et al., 2017; Kaktcham et al., 2018; Guimaraes et al., 2018a). Moreover, their
secondary metabolites are highly toxic chemical products. These compounds cause car-
cinogenic, mutagenic, teratogenic, neurotoxic, nephrotoxic, immunosuppressive and es-
trogenic diseases (Bennett and Klich, 2003; Pawlowska et al., 2012; Guimaraes et al.,
2018b).Thus, they are considered as sources of severe health risk for humans and animals.

Fusarium graminearum Schwab (teleomorph Gibberella zeae) (Kim et al., 2003)
is the primary phyto-agent of Fusarium head blight (FHB) or scab of small grain cereals

*Corresponding author; e-mail: gouri_serra@yahoo.fr
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around the world (Hornok, 2007; Yli-Mattila et al, 2009). Indeed, several researchers have
revealed that F. graminearum is the most prevalent species in North America (USA and
Canada), Australia, central southern Europe and China (Chen et al., 1982; Burgess et al.,
1987; Gilbert and Tekauz, 2000; Tan and Niessen, 2003). In France, F. graminearum is the
most common species associated with FHB on wheat and durum wheat causing serious
losses in crop revenues, bad quality of grains and toxins contamination such as deoxyniva-
lenol, nivalenol and fumonisin (Chehri et al., 2011; Korn et al., 2011; Orlando et al., 2019).
Moreover, this devastating agent can be found in fields and persists during the long years
of storage (Zhang et al., 2007). Deoxynivalenol or vomitoxin belongs to trichothecenes
type B (Malachova et al., 2015; Chilaka et al., 2018; James and Zikankuba, 2018) which
can cause several toxic effects including infertility and reproductive problems, mutagenic
and carcinogenic (Nelson et al., 1991; Thiel et al., 1991; Shephard et al., 2005), diarrhoea,
vomiting, leukopenia, haemorrhage and shock (Foroud and Eudes, 2009).

In Algeria, wheat is the most widespread staple crop which is consumed in the form
of couscous, pasta, macaroni, spaghetti, bread, and frik is a cultural tradition (Riba et al.,
2010). In spite of the production of more than a million and a half hectares of wheat on
average since 1961, grain yields stay below the demand of the national market. Conse-
quently, Algeria remains dependent on the importation of wheat grains. However, massive
importation and long-term storage promote fungal contamination, with damage ranging
from the loss of quality and sanitation of the grain (Djaaboub et al., 2018). Although many
studies about aflatoxigenic and ochratoxigenic contamination were carried out (Khalef et
al., 1993; Riba et al., 2008, 2010), there is no data either on the frequency of Fusarium
graminearum chemotype DON or about levels of DON in wheat grains. The aim of the
present study was to assess the safety of wheat consumed in Algeria, especially in Bechar
province with respect to fungal species particularly Fusarium graminearum chemotype
DON, and DON contamination.

Materials and Methods

Sampling

Local and imported wheat grains were collected from Bechar area, southwestern
Algeria (31°37°00” north, 2°13°00” south), from the local grain cooperative and dried
vegetable silos and the farmers (for local durum wheat) in sterile conditions. A total of 64
samples of 1kg were brought to the laboratory to be analyzed for fungal contamination,
especially for Fusarium graminearum chemotype deoxynivalenol (DON).The details of
each sample are provided in (Table 1).

Materials

Culture medium used for fungal isolation and enumeration was Potato Dextrose
Agar (PDA). Furthermore, various standard agar media have been used for the morpho-
logical and toxicological identification of fungi, Spezieller Nahrstof-farmer (SNA for mi-
croscopic identification), Czapek Yeast Extract (CYA), Dichloran Chloramphenicol Malt
Extract (DCMA for Alternaria species), Dichloran Chloramphenicol Pepton (DCPA a se-
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Table 1

Informative data on the samples of wheat

Sample Nbr Provenance

Imported soft wheat 27 France

Local soft wheat 6 Taghit. Bechar district. Algeria
Imported durum wheat 9 France

Local durum wheat 22 Oum Chegag. Bechar district. Algeria
Total 64

lective medium for Fusarium spp.), 25% Glycerol Nitrate (G25N), Malte Extract (MEA)
and Glucose Yeast Extract Pepton Broth (GYEP for screening F. graminearum chemotype
DON). Immunoaffinity columns for cleaning DON (I clean C+ DON) and quantitative
ELISA kit for the detection DON (CelerDONV3) were procured from tecnalab (Italy) and
DON standard from Lbios (France).

Fungal isolation and identification

For fungal isolation, a dilution method was performed. Five grams of ground grains
were added to 45 ml sterile 9% physiological water (dilution 10™") and two drops of Tween
80.1ml of this dilution was diluted in 9 ml sterile 9% physiological water (dilution 107).
200 p1 of each dilution were inoculated onto PDA medium in duplicate by the spread plate
method. The plates were then incubated at 25 + 2 °C for 7 days. The total fungal load (FL)
per genus was calculated as colony forming unit per gram (CFU/g) of the sample (Aiko
and Mehta, 2016), percent frequency (Fr %) and percent relative density (RD %) were
also, calculated using the following formula (Nagaraja et al., 2016):

Frequency %= Nbr of samples infected with fungi Genus <100

Nbr of samples analyzed

Nbr of fungi species isolated by Genus «
Total Nbr fungi isolated

Relative Density %= 100

After that, each fungal pure culture was identified macroscopically and microscop-
ically based on their cultural and morphological characteristics using fungi identification
keys and manuals of Leslie and Summerell, 2006; Pitt and Hocking, 2009. The origin of
each purified isolate was given in (Table 2).

Screening Fusarium graminearum chemotype DON

Spore suspension (10~ spores/ml) of F. graminearum isolates were inoculated in
8 ml of GYES broth and further incubated at 25 °C for 10 days (Boutigny et al., 2009).
Afterwards, 4 ml of the culture medium was removed by centrifugation and added to 8 ml
of acetonitril for DON extraction. The extracts were further purified by immunoaffinity
columns (I Clean C + DON) as indicated in the instructions provided by the manufacturer.
DON was detected by TLC plate.20 ul of each extract and DON standard (100 mg/ml)
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Table 2
Origin of purified isolate
Sample Fungal purified isolate
Imported soft Alternaria infectoria, Alternaria alternata, F. graminearum, F. verticillioides, F. poae,
wheat F. solani, Aspergillus clavatus, A. niger, A. fumigatus, A. flavus, A. parasiticus, A. niveus,

A. nidulans, P. variabile, P. funiculosum, P. janthinellum, Cladosporium cladosporioides,
C. herbarum, P. italicum, P. chrysogenum,

Local soft wheat A. flavus, A. parasiticus, A. niger, Alternaria infectoria, Cladosporium cladosporioides,
P. Simplicissimum, P. Expansum, A. nidulans,

Imported durum  F. equiseti, F. solani, F. subglutinans, P. fellutanum, P. janthinellum, P. oxalicum, A. para-
wheat siticus, A. nidulans,

Local durum A. sydowi, A. oryzea, A. fischerianus, A. flavus, A. parasiticus, A. japonicus, A. nidulans,

wheat A. terreus, A. ustus, F. oxysporum, P. chrysogenum, P. italicum, P. paxilli, P. janthinellum,
P. expansum, P. thomii, P. citreonigrum, P. glandicola, P. digitatum, P. pinophilum, P. oxali-
cum, P. glabrum, Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, Alternaria alternata, Ulo-
cladium botrytis.

were spotted on the TLC plate and reveled chemically by aluminum chloride after a heat-
ing at 120 °C for 10 mn (Balzer et al., 2004). The TLC plates were visualized under ultra
violet (UV) light at 365 nm and blue spots appeared.

Screening wheat grains for DON contamination

Quantitative analysis of DON from wheat grains was carried on, according to man-
ufacturer instructions of ELISA Kit for detection of DON (Celer DON V3. Code MD 101).

Statistical analysis

Three independent experiments were performed for all assays of fungal load and
mean values * standard deviation (SD) were calculated.

Results

Fungal contamination

In this study, fungal load in the samples was enumerated and given in (Table 3). The
results show that 98.44% of analyzed samples were positive for fungal contamination. Im-
ported soft wheat samples had the highest total fungal contamination (4342 x 10*+cfu/g)
which oscillated between a maximum of 1199.5x 10>+ 89.44 cfu/g (S13) and a mini-
mum of 1x 10°%1.41 cfu/g (S31), followed by local soft wheat (1066.5 x 10* cfu/g in
the range of 315X 10%+ 190.92 cfu/g for S6 to 69.5 x 10>+ 95.46 cfu/g for S1), and im-
ported durum wheat (672.5 x 10? cfu/g in the range of 583.5 x 10*+ 805.39 cfu/g for S60
to 7% 10>+ 1.41 % cfu/g for S63), and finally by local durum wheat which contains the
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least total fungal load (588 x 107 cfu/g in the range of 72 10%+ 15.56 cfu/g for S35 to
0.5x 10°+0.71 % cfu/g for S46).

The different genus isolated from wheat grains samples and identified were As-
pergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Ulocladium and Rhizopus.
Moreover, mycological analysis of different samples using plating technique revealed the
diversity and differences in frequency and relative density of each genus identified from
each type of wheat and each sample.

According to the results summarized in (Table 4), the higher percent frequency in
the imported soft wheat grains was 62.96% for Aspergillus spp. and 59.26% for Penicil-
lium spp. and the least was 40.74% for Fusarium spp and Alternaria spp. In comparison,
local soft wheat samples were 100% contaminated by Aspergillus and Penicillium species
and 66.67% were contaminated by Cladosporium spp. Higher frequency for imported
durum wheat was observed by Fusarium and Penicillium genus with 44.44% and the low-
est frequency was 2.22% for Aspergillus spp. the frequency percent for local durum wheat
samples revealed that Penicillium genus exhibited the higher rate (68.18%), followed
by Aspergillus genus (54.55%), Alternaria genus (36.36%) and Cladosporium genus
(27.27%) and the least amounts were shown by Fusarium and Ulocladium genus (4.55%).

Table 4

Frequency and Relative density of all genuses per type of wheat grains

Fungal Genus Type of Wheat

Imported Soft Wheat ~ Local Soft Wheat Imported Durum Wheat Local Durum Wheat

Fr % RD %**  Fr % RD % Fr % RD % Fr % RD %
Alternaria spp. 40.47 1.65 00 00 00 00 36.36 15.73
Aspergillus spp. 62.96 16.33 100 49.09 222 0.45 54.55 26.36
Cladosporium spp.  51.85 24.94 66.67 4.27 00 00 27.27 24.23
Fusarium spp. 40.70 33.45 00 00 44.44 88.55 4.55 0.94
Penicillium spp. 59.26 23.63 100 46.65 44.44 11 68.18 32.65
Ulocladium spp. 00 00 00 00 00 00 4.55 0.09

* Fr %: Percent frequency; ** RD%: percent of relative density.

On the other hand, the percent relative density was also calculated for different
genus. The results obtained show that the higher relative density observed in imported soft
wheat was for Fusarium spp. (33.45%), followed by Penicillium spp. (23.63%), Aspergil-
lus spp. (16.33%) and Cladosporium spp. (10.33%) and the lowest was for Alternaria spp.
(1.65%). On the contrary, in the case of local soft wheat, the highest relative density re-
corded was for Aspergillus and Penicillium species with 49.09 % and 46.65% respectively
and the least value was for Cladosporium spp. (4.27%). In imported durum wheat, the rate
of relative density observed was 88.55% for Fusarium spp. 11% for Penicillium spp. and
0.45% for Aspergillus spp. The higher relative density in local durum wheat was revealed
for Penicillium spp. (32.65%), Aspergillus spp. (26.36%), Cladosporium spp. (24.23%),
Alternaria spp. (15.73%) and the least was for Fusarium spp. (0.94%) and Ulocladium
spp. (0.09%).

235 purified isolates were represented by 42 species including: Alternaria alternata,
A. infectoria, Aspergillus clavatus, A. fischerianus, A. flavus, A. fumigatus, A. japonicus,
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Fig 1. Microscopic (Gx100) and macroscopic aspect on MEA plate of some fungi. A. Alternaria
alternata; B. Aspergillus clavatus; C. Aspergillus flavus; D. Aspergillus niger; E. Aspergillus terreus;
F. Cladosporium cladosporioides; G. Fusarium graminearum; H. Fusarium verticillioides;

H. Penicillium digitatum and J. Ulocladium botrytis

A. nidulans, A. niger, A. niveus, A. oryzea, A. parasiticus, A. sydowi, A. terreus, A. ustus,
Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, Fusarium equiseti, F. oxysporum, F. poae,
F. solani, F. graminearum, F. subglutinans, F. verticillioides, Penicillium chrysogenum,
P. citreonigrum, P. digitatum, P. expansum, P. fellutanum, P. funiculosum, P. glabrum,
P. glandicola, P. italicum, P. janthinellum, P. oxalicum, P. paxilli, P. pinophilum, P. sim-

plicissimum, P. thomii, P. variabile and Ulocladium botrytis. (Fig. 1) presents some iden-
tified fungal species.
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Determination of F. graminearum chemotype DON

In our comparative study, we state that the imported wheat samples analyzed were
highly contaminated by Fusarium species, especially, by F. graminearum with 65%. Con-
sequently, eight of them were screened for their capacity to produce DON using TLC.
Accordingly, for the TLC plate given in (Fig. 2), five on eight isolates were positive for

Fgr27 Fgr22 Fgr25 Fgr7

Fgr3 Fgr23 Fgrl Fgr2

Fig. 2.

Fig 2. TLC analysis of F. graminearum chemotype DON. Std. standard (100 mg/ml);
Fgr. Different isolates of F. graminearum

the deoxynivalenol synthesis. Indeed, it clearly appears that Fgr 22 isolate produce the
higher quantity of DON which exceeds 100 pg/ml (in comparison with the control TLC
plate), followed by Fgr 27, Fgr23, Fgr 25 and then Fgrl. However, the isolates Fgr2, Fgr3
and Fgr7 showed negative chemotype DON. Therefore, the screening of imported wheat
grains contamination with DON was further conducted. It should be noted that local wheat
grains were contaminated by one species of Fusarium which was F. oxysporum.

DON contamination

The 64 wheat samples analyzed by quantitative ELISA kit expose the difference be-
tween the quantities of DON. The results revealed that the minimum of DON quantity was
inferior to 0.04 ppm (= 40u g/Kg) and the maximum was superior to 5 ppm (=5000 u g/Kg)
on soft wheat grains. Furthermore, results on durum wheat grain, the quantities of DON
oscillate between 0.12 ppm and 15 ppm (Table 5). Therefore, 62.96% of soft wheat grains
and 55.56% of durum wheat imported from France, far exceed the limits required. In com-
parison, soft and durum wheat samples inspected respect the limits of DON required by
the regulation, except for samples n° 36, 37, 38 and 50 which exceed 15 ppm (18.18%).
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Discussion

The purpose of this study was, on the one hand, to evaluate the safety of consumed
wheat grains in Bechar, and on the other hand, to bring about the novel fungal species iso-
lated from imported wheat and their toxin. The present study revealed that most of local
and imported wheat grains samples were contaminated with the common genus of fungi:
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria and Cladosporium. Indeed, several sci-

Table 5

Quantity of deoxynivalenol (DON) in wheat grain by ELISA test

Type of Wheat Sample DON (ppm*)
Nb %

Imported soft wheat 8 12.5 <0.04
1 1.56 0.852
1 1.56 0.970
1 1.56 1.358
1 1.56 1.456
1 1.56 1.498
1 1.56 1.584
1 1.56 1.952
1 1.56 1.963
1 1.56 2.102
1 1.56 2.265
1 1.56 2.365
1 1.56 2.658
1 1.56 3.596
1 1.56 4.267
5 7.81 >5

Local soft wheat 3 4.69 <0.04
1 1.56 0.154
1 1.56 0.698
1 1.56 0.949

Imported durum wheat 5 7.81 <0.12

1.56 3.657

3 4.69 >15

Local durum wheat 11 17.19 <0.12
1 1.56 0.178
1 1.56 0.356
1 1.56 0.532
1 1.56 0.548
1 1.56 0.835
1 1.56 1.320
1 1.56 1.528
4 6.25 >15

* 1ppm DON = 1ug DON/g = 1000 g/Kg.
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entific investigations in cereal fungal contamination were revealed around the world and
demonstrated that this contamination was caused especially by the cited genus and the re-
sults obtained were in agreement with the previous findings (Ferreira-Geraldo et al., 2006;
Pitt and Hocking, 2009; Chehri et al., 2010; Franco et al., 2011; Battilani et al., 2016; Na-
garaja et al., 2016; Al-Haik et al., 2017; Djaaboub et al., 2018). According to Klich (2002)
fungus propagules get on grain most often with dust from soil, from the surface of plant
remnants. Although molds take an important role of the balance of the ecosystem due to
the decomposition of plant residues and contribute to the soil fertility (Tan¢i¢ Zivanov et
al., 2017), they play a consequential part in the spoilage of strategic food. Thus, fungal
contamination is the cause of the loss of 5 to 10% of the world’s food production (Pitt
and Hocking, 2009; Guimaraes et al., 2018a and b). Additionally, several fungal species
can synthesize the toxic metabolites which have a harmful effect on animal and human
health. Deoxynivalenol is one of five agriculturally important mycotoxins ubiquitous on
grains around the world which is produced by Fusarium graminearum strains (Miller,
2016). In this context, the European commission declared in 2003 that this species is one
of the most frequently found Fusaria on European cereals. Moreover, in recent years,
F. graminearum chemotype DON was dominant in European cooler wheat-growing areas
(Xu et al., 2005; Van der Fels-Klerx et al., 2012). In the present study, the results of
fungal investigation demonstrate the dominance and the frequency of Fusarium species
especially of F. graminearum chemotype DON on imported wheat grains. It should be
noted that the threshold for DON required by regulation 856/2005 JOCE June, 6, 2005
in cereals intended for human consumption is 1250 pg/Kg and is 1750 pg/Kg for durum
wheat (Boutigny et al., 2009). Our data demonstrate that 62.5% of F. graminearum iso-
lates tested produce an average of 25 to 200 mg DON/ml. Thus, all of imported sam-
ples were contaminated by DON, and 62.96% of soft wheat grains and 55.56% of durum
wheat exceeded the maximum allowable limit. Obviously, this confirms results which
reported high levels of DON produced in European cereals (Langseth and Rundberget,
1999; Yazar and Omurtag, 2008; Foroud and Eudes, 2009; Boutigny et al., 2009; McCor-
mick et al., 2011). Mastanjevic et al. (2018) reported that mycotoxins, such as DON, can
resist high temperatures and lower pH values and they are also capable of surviving the
drying temperatures during cooking. Otherwise, local wheat grains were predominated by
Aspergillus and Penicillium species with 49.09% and 46.65% respectively on soft wheat
and 26.36% and 32.65% respectively on durum wheat. Several studies had reported that
these genera were the main contaminants of Algerian grains (Tahani et al., 2008; Riba et
al., 2010; Aoues et al., 2017) particularly in subtropical and warm temperate regions such
as Bechar district where it is very hot, there is low rainfall and dry conditions. The results
obtained were in accordance with those reported by several researchers for cereal grains
and seeds (Weidenborner et al., 2000; Berghofer et al., 2003). Moreover, different studies
had revealed the contamination of local grains with aflatoxin B1 and ochratoxin A, and
hence, there concentration in the samples is of high significance (Riba et al., 2008). Other
genera, such as Alternaria, Cladosporium and Rhizopus, were also reported as prevalent
fungi in cereal and wheat (Pitt and Hocking, 2009; Riba et al., 2008 and 2010). The rela-
tive density and frequency of different genera of molds and their associated toxins depend
to the geographical location, environmental factors (pH, Aw, temperature, substrate), in-
teraction with other microorganisms (bacteria, molds, yeast), cultural and storage prac-
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tices (Van der Fels-Klerx et al., 2012; Trabelsi et al., 2017; Chilaka et al., 2018; Vismera
et al., 2019). Besides, mycotoxins production depended of a combination of phenotypic
plasticity and genetic variation of different isolates of the same species.

In conclusion, we revealed in this study a high frequency and the dominance of
Fusarium on imported wheat grains. In comparison, with local wheat we note the occur-
rence of the genus Aspergillus and Penicillium. Although the percentage of F. gramin-
earum chemotype DON was not important, we detected high levels of DON content in
French wheat grains. Thus, there is a serious and persistent problem in the processing or
in the storage of wheat and its derivates. Consequently, additional investigations on the
evaluation of DON levels in imported cereal are necessary to provide more data and to
evaluate the exposure of the Algerian population to DON and health risks of this toxin.
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