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Abstract :

Cereals have always been the main nutritional resource of man and animal in the world. The
presence of fungal flora in cereals intended for human consumption can have serious health
consequences. The development of this flora is one of the main causes of damage to the health
of cereals, including wheat. Grain loss in wheat is generally the result of spoilage due to
fungal contamination that may occur during storage. These fungi include species such as those
belonging to the genera Aspergillus and Penicillium which can produce mycotoxins harmful
to animals and humans. Identification of these fungi can be performed using a combination of
micromorphological, cultural and molecular factors. In this work, we cite two methods used in
mycology for the identification of fungi by sequences, Namely, DNA barcoding using ITS
region and DNA taxonomy using one or more genes in sequence alignments and using tree
building tools to estimate phylogenetic relationships.

Keywords: wheat - fungi - molecular characteristics.



Résumé :
Dans le monde, les céréales constituent depuis toujours la principale ressource nutritionnelle
de I’homme et de I’animal. La présence de flore fongique dans les céréales destinées a
I’alimentation de I’homme peut engendrer de graves conséquences sur sa santé. Le
développement de cette flore compte parmi les principales causes d’altération sanitaire des
ceréales, parmi ces céréales le blé. La perte de grains du blé est généralement le résultat de sa
détérioration due a la contamination fongique qui peut se produire lors de stockage. Ces
champignons comprennent des espéces telles que celles appartenant aux genres Aspergillus et
Penicillium qui peuvent produire des mycotoxines nocives pour les animaux et les humains.
Dans la mesure du possible, I'identification des champignons doit étre effectuée en utilisant
une combinaison de facteurs micromorphologiques, culturels et les caractéres moléculaires.
Dans ce travail , nous citons deux méthodes utilisees dans mycologie pour l'identification des
champignons par séquences, a savoir, Codage a barres de I'ADN en utilisant la région ITS et la
taxonomie de I'ADN en utilisant un ou plusieurs genes dans des alignements de séquences et

I'utilisation d'outils de construction d'arbres pour estimer les relations phylogénétiques.

Mots clés : blé — champignons — caractéres moléculaires.
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reconnaissance d’espece phylogénétique par concordance généalogique.

IAA : industrie agro-alimentaire.

IMI : International Mycological Institute.

ITS : Internal Transcribed Spacer.

LSUnr : large subunit of the nuclear ribosomal.
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Introduction générale

Les grains de céréales constituent, depuis toujours, la principale ressource alimentaire de
I’homme et de 1’animal et possédent un pouvoir nutritionnel important. Dans la plupart des
cas, la production des céréales est assurée par une seule récolte dans I’année alors que la
consommation est prolongée toute au long de I’année, d’ou la nécessité du stockage (Pfohl-
Leszkowicz et al., 1999). Le blé fait partie des trois grandes céréales avec le mais et le riz.
C’est la troisieme espéce par importance de la récolte mondiale, et la plus consommée par
I’homme. En Algérie, le blé est cultivé pour son grain, c’est une culture qui occupe grandes
surfaces. On distingue deux espéces de blé: le blé tendre et le blé dur. Ces deux espéces, se
différencient par la friabilité de I'amande. L'amande du blé tendre est blanche et friable, tandis
que celle du blé dur est jaune et plus dure. Au moulin, les graines de blé tendre sont broyées
en farine, celles-ci servent a la fabrication de pains, de biscuits, de patisseries, de pizzas, de
viennoiseries. A la semoulerie, les grains de ble dur sont broyés en semoules, ceux-ci servent
a la fabrication de pates et de couscous (Nedjah, 2015). Malheureusement, de nombreux
agents de détériorations (vertébrés, insectes, moisissures, acariens,...) sont la cause de la perte
d’une grande partie des récoltes de céréales. Les moisissures et leurs métabolites secondaires
entrainent, a I’échelle mondiale, des pertes de céréales et leurs dérivées estimées de 5 a 10%
(Pfohl-Leszkowicz et al., 1999).Les moisissures représentent un groupe hétérogéne de
champignons microscopiques saprophytes et, parfois parasites. Constituent un agent de
détérioration tres important. Elles sont omniprésentes dans la nature et possédent un arsenal
enzymatique tres varié, ce qui leur permet de croitre sur divers substrats. Les champignons
sont morphologiquement, écologiquement, métaboliqguement différents, et
phylogénétiquement différents. Ils sont connus pour produisent de nombreuses molécules
bioactives, ce qui les rend tres utile pour les chercheurs en produits naturels dans leur
recherche la découverte d'une nouvelle diversité chimique avec I'agriculture, l'industrie, et les
applications pharmaceutiques. D’autre part, les moisissures diminuent la  qualité
technologique (taux du gluten) et sanitaire (allergie, agents toxiques responsables de graves
intoxications humaines et animales) réduisant la valeur nutritionnelle, modifiant I’aspect
organoleptique et enfin provoquant des problemes économiques dus aux couts de
détoxification des grains ou les rejets des produits contaminés (Gacem, 2011). La
contamination fongique provoque des modifications physiques (aspect, goQt, odeur) et des
modifications chimiques (modification des qualités nutritives) (Filtenborg et al., 1996). Par

ailleurs, dans des conditions propices de température, humidité, pH, composition de substrat,
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les moisissures peuvent synthétiser des métabolites secondaires toxiques : les mycotoxines.
Parmi la centaine de mycotoxines identifiées a I’heure actuelle, une trentaine sont
véritablement importantes pour la santé humaine et animale a cause de leur fréquence ou de
leur toxicité (Bennett & Klich., 2003). Les toxines majeures sont produites par des souches

fongiques appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium (Afssa, 2006).
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Chapitre 1 Le blé

. Le blé:

Le blé est I'une des principales céréales. Cette plante herbacée annuelle qui produit le grain
dont on tire la farine pour faire notamment le pain et les pates alimentaires constitue la base
de la ressources alimentaires du ’humanité. En effet, La production mondiale de blé¢ en 2008
a été de 686.8 millions de tonnes (CIC, 2000). La production mondiale de blé en 2012, est de
690 millions de tonnes. En Algérie, la superficie réservée a la céréaliculture est, aujourd’hui,
de 3,3 millions d’hectares qui représentent 90% des terres cultivées. Si on se réfere aux
chiffres de 1929, on constate que cette superficie n’a pas évolué. 40% de cette surface sont
destinés a la production du blé dur. Ces rendements, restent trés bas puisqu’ils ne tournent
qu’autour de 10 a 15Qx/ha, malgré les efforts fournis pour répondre aux besoins alimentaires
de la population qui est toujours croissante. Cette faible production est souvent expliquée par
I’influence des mauvaises conditions pédoclimatiques associées, notamment a : la
désertification, I'érosion, la pollution, les mauvaises pratiques agricoles et la salinisation des
sols (Selmi, 2000).

I.1. Taxonomie de blé :

L’appellation blé regroupe de nombreuses especes qui appartiennent, selon la classification
hiérarchique des espéces, aux angiospermes (plantes a fleurs) monocotylédones de la famille

des Poaceae (poacées en frangais, anciennement graminées), de la sous-famille des Poadeae et
de la tribu des Triticeae (Mathieu, 2010)
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1.2. Classification botanique :

Le blé peut étre classé comme suite (tableau I) :
Tableau 1.2. Classification du blé (Doumandji et al., 2003).

Classification

Régne Plantae ( Regne végétale )

Division Magnoliophyta (Angiospermes )

Classe Liliopsida (Monocotylédones)

S/ classe Commelinidae

Ordre Poale

Famille Poaceae (ex : Graminées)

S/ famille Triticeae

Tribu Triticeae (Triticées)

S/ tribu Triticineae

Genre Triticum

Espéce Triticum aextivum L. ou Triticum
vulgare

1.3. Caractéristiques des blés dur et tendre :
1.3.1. Blé dur :

Le blé dur est une catégorie de blé cultivée dans les pays de climat chaud et sec. Les grains de
blé dur sont allongés, souvent méme pointus, les enveloppes sont assez minces et légérement
translucides. lls donnent moins de son que les blés tendres et la farine obtenue, bien que
contenant plus de gluten (12 a 14 %), se prétent moins bien a la panification (Ben chibane,
2013).

1.3.2. BlIé tendre :

Les grains de blé tendre sont arrondis, les enveloppes sont épaisses, sans transparence. lls se
prétent particulierement bien a la mouture ; en effet, lors du passage entre les cylindres, les
enveloppes s'aplatissent et s'ouvrent sans se broyer, libérant I'amande et donnant une trés forte

4
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proportion de son. Les blés tendres permettent d'obtenir une farine de bonne qualité,
contenant environ 8 a 10 % de gluten, ayant de bonnes aptitudes pour la panification (Ben
chiban, 2013).

1.4. Composition histologique et biochimique du grain :

Le grain de blé est constitué de 3 grandes parties : le germe, ’albumen et les enveloppes.
(Figure 1). Il est constitué majoritairement d’amidon qui représente environ 70% de la matiére
séche du grain et qui est situé dans ’albumen. Les protéines représentent entre 10 et 15% de
la matiere seche et se retrouvent dans tous les tissus du grain de blé avec une concentration
plus importante dans le germe et la couche a aleurone (Pomeranz et al., 1988).. Les
pentosanes (polysaccharides non amylacés) représentent quant a eux entre 2 et 3% de la
matiere seche et sont les principaux constituants des parois cellulaires de I’albumen (70 a
80%)(Clément, 2010).

1.4.1. Les enveloppes et la couche a aleurone :

Les enveloppes sont constituées de quatre tissus : le péricarpe externe, le péricarpe interne, la
testa et la couche nucellaire ou bande hyaline (qui correspond a 1’épiderme du nucelle). Ces
enveloppes et la couche a aleurone sont composées principalement de polysaccharides
(arabinoxylanes, xyloglucanes et cellulose) mais aussi d’acides phénoliques, lignine et de
proteines (principalement albumines globulines localisées dans la couche a aleurone)
(Clément, 2010).

1.4.2. Germe :

Le germe provient de la fusion des gameétes males et femelles. Il est constitué d’une part, de
I’axe embryonnaire qui donnera la tigelle, le mésocotyle et la radicule et d’autre part du
scutellum qui donnera le cotylédon (Evers et al., 2002). Le germe est la partie du grain ou le
taux d’humidité et la concentration en lipides sont les plus importantes (Pomeranz et al.,
1988). Les protéines dans le germe sont des albumines et globulines et représentent environ
35% de la matiere seche (Clément, 2010).

1.4.3. Albumen :

L’albumen constitue le plus important compartiment du grain et représente environ 80% de
son poids (Pomeranz et al., 1988). 1l correspond au tissu de réserve. L’albumen amylacé est
essentiellement constitué des granules d’amidon enchdssés dans une matrice protéique
composée en grande partie de prolamines (gliadines, gluténines de hauts et faibles poids

moléculaires) mais aussi d’albumines et de globulines. Ces deux familles protéiques,
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gluténines et gliadines, sont hydrolysées lors de la germination et du développement de la
plantule par les enzymes produites dans I’embryon et la couche a aleurone. Elles constituent
la source d’acides aminés nécessaires a la germination de la graine. Les cellules de I’albumen
amylacé possedent des parois fines et peuvent étre classees en trois grands groupes (Evers et
al., 2002) :

- Les cellules périphériques situées sous la couche a aleurone et mesurant 60pm.

- Les cellules prismatiques situées sous les cellules périphériques qui mesurent entre 128-
200um de long et 40-60um de large.

- Les cellules situées dans la partie centrale de 1’albumen qui sont de forme arrondie ou
polygonale mesurant entre 72-144um de long et 69-120um de large.

Brosse = poils i
Endocarpe
Péricarpe— Mésocarpe ,

. Epicarpe ECORCE
Tégument seminal (donne le son)
Bande hyaline
Assise protéique )

Amande (Albumen) ALBUMEN
farineuse amylacee (donne les farines
avec du gluten entre et les semoules)
les grains d'amidon
Scutellum
GERME

Embryon (plantule) (donne le germe

. de blé)

Gémmule Radicule

Figure 1.4.3. Coupe d’un grain de blé ( Fredot, 2009)
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Tableau 1.4.3. Distribution histologique des principaux constituants du grain du blé d’aprés.
(Feillet, 2000)

Constituants(  Protéines Matiere  Lipides Matiere Pentosanes Amidon
% de masse du (%) Minérales (%) Cellulosique (%) (%)
grain) (%) (%)
Péricarpe (4%) 7-8 3-5 1 25-30 35 -43 0
Téguments 15-20 10- 15 3-5 30-35 25-30 0
(1%0)
Reste du 30-35 6-15 7-8 6 30-35 10
nucelle
Assise 30-35 6-15 7-8 6 30-35 10
protéique
Germe 35-40 5-6 15 1 20 20
Albumen 8-13 0.35- 1 05-3 70 -
(82 — 85 %) 0.6 85

Activités vitales des grains :

Les grains sont des organismes vivants qui, méme en vie ralentie, sont le siege de réactions
des métabolismes. Par ailleurs, les grains sont toujours associés a des microorganismes
(spores de moisissures) présents sur leur surface et 1’on parle alors du complexe grains-
microorganismes. Si les grains sont placés dans des conditions ambiantes particulierement
chaudes et humides somme celles des régions tropicales, ils vont accroitre leur activité
biologique en consommant I’énergie emmagasinée dans leur réserves sous forme d’amidon (
Jean-Francois, 2016).

1.4.4. Respiration :

Le grain est un organisme vivant qui respire entrainant ainsi un dégagement de gaz
carbonique, d’eau et de chaleur (Meghazi, 2015). Avec ses réactions d’oxydation, la
respiration a toujours lieu quelles que soient les conditions de stockage, que les grains aient

ou non leur faculté germinative intacte. L’intensit¢é du phénoméne est fonction de la



Chapitre 1 Le blé

température et de I’humidité du grain ainsi que la quantité d’oxygéne présente dans la cellule de
stockage (Berhaut et al., 2003).La chaleur dégagée par cette respiration va accélérer les autres
manifestations vitales du grain comme la respiration anaérobie et, notamment, la germination
(Meghazi, 2015). Elle peut étre assimilée a la dégradation d’un glucide simple et schématisée

comme suit :

CsH1206+ 6 02 — 6 H,O + 6 CO, + 677 kcal

Amidon + oxygene — eau + gaz carbonique + chaleur

1.4.5. Fermentation :
En I’absence d’oxygene (anaérobiose), il peut y avoir un processus de fermentation, le plus
souvent alcoolique, caractéris¢ par la production de gaz carbonique, d’alcool et un léger

dégagement de chaleur. ( Jean-Francois, 2016)

CsH1205 — 2 CoHs0OH + 2 CO, + 22 keal

Amidon — alcool + gaz carbonique + chaleur

1.4.6. Germination :

La germination est ’aboutissement naturel de 1’activité vitale des grains. Elle est déclenchée
en présence d’oxygene et dans des conditions optimales d’humidité et de température. La
qualité des grains commence a s’altérer (dégradation de I’amidon, perte de matiere seche,
etc.) dés que la germination est initiée. La germination ne doit donc pas débuter pendant les
périodes d’entreposage et de conservation.( Ventilation et conservation des grains a la ferme.

(Berhaut et al., 2003).

1.5. Altérations de blé :

1.5.1. Altérations enzymatiques :

Elles sont essentiellement provoquées par les enzymes propres du grain. En mauvaises
conditions de stockage, ces derniers entrent en activité et favorisent la dégradation de
I’amidon et le rancissement des lipides (Berhaut et al., 2003).

1.5.2. Altération d’origine mécanique ou physique :

Les altérations d’origine mécanique sont dues a des chocs entrainant des cassures et favorisant

les autres causes d’altération. L utilisation des radiations telles que les rayons gamma et les
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rayons ultra-violet (UV) peuvent provoquer des altérations radiochimiques tels que la
pyrolyse, redistribution de 1’eau dans le grain et ’adhésion de I’amidon et des constituants
protéiques (Meghazi, 2015).

1.5.3. Altération d’origine biologique :

Un lot de grains entreposé comporte inévitablement au moins deux entités vivantes : les
grains eux-mémes et les micro-organismes. De fagon non obligatoire, mais cependant
fréquente, on y trouve également associés des insectes, des acariens, voire de petits vertébrés
(rongeurs, oiseaux) .La microflore des grains est banale, a tendance xérophile et cosmopolite.
Les bactéries, les levures et les mycétes filamenteux constituent un envahisseur interne et/ou
contaminant externe qui font 1’objet d’altération biologique. Les virus paraissent négligeables,
et les lichens sont parmi les rares organismes vivants capables de supporter sans dommage
une grande siccité : leurs teneurs en eau se situent entre 5 et 40%, contre 75 a 97% pour le
reste du monde vivant (Gacem, 2018 ).

1.6. Stockage et conservation du blé :

Le stockage et la bonne conservation ont pour but de préserver au maximum les qualités
originelles des grains. Ainsi, la constitution de stocks a proprement  révolutionné
I’organisation de la société en assurant une alimentation réguliére tout au long de I’année .
(Meghazi, 2015). Autrement dit, le but des technologies de conservation est de préserver par
des moyens appropriés I’intégrité des principales qualités des graines qui ne peuvent pas étre
améliorées pendant le stockage (Chawla et al., 1984). En Algérie, la collecte des céréales,
dont le blé, est assurée par deux types d’opérateurs : public, il s’agit de ’Office Algérien
interprofessionnel des céréales OAIC ou prives (négociants ou transformateurs). Ces agents
remplissent un réle hautement stratégique, car de leur efficacité va dépendre la constitution de
stocks et donc la sécurité alimentaire nationale (Rastoin et al., 2014).La capacité de stockage
de TOAIC est de 28 millions de quintaux dont 18.5 millions de silos portuaires et
continentaux. Cette capacité est considérée comme insuffisante et un programme de
développement a été lancé en Janvier 2013 prévoyant la construction de 39 silos d’une
capacité totale de 8.2 millions de quintaux. L’OAIC contrdle environ 80% du marché algérien
des céréales. Il dispose d’un vaste et puissant réseau pour assurer la collecte, le stockage et la
distribution de céréales et légumes secs. Pour remplir ses missions, ’office s’appuis sur un
réseau tres dense comprenant 41 Coopératives de Céréales et Légumes Secs (CCLS) qui
assurent la quasi-totalité de la collecte de la récolte nationale, a travers 600 points. (Meghazi,
2015).
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1.6.1. Différentes méthodes de stockage du blé :
1.6.1.1. Stockage traditionnel :

Le paysan algérien, des hauts plateaux, conservait surtout le produit de ses champs d’orge et
de blé, dans des enceintes creusées dans un sol argileux, appelé « EI matmour » ou dans des
sacs en toiles de jute, entreposés dans divers locaux, magasins ou hangars. La trop forte
humidité et les eaux d’infiltration sont les inconvénients majeurs de cette méthode de
stockage favorisant le développement des moisissures et les phénomeénes de fermentations
bactériennes (Doumandji et al., 2003).

1.6.1.2. Stockage en silos :

les silos permettent de stocker plusieurs types de céréales en méme temps: ils sont multi-
produits (Duron, 1999). Ce sont des enceintes cylindriques en béton armé ou en metal. Elles
sont fermés a leur partie supérieure par un plancher sur lequel sont installés les appareils de
remplissage des cellules. L'emploi des silos réduit la main d'oeuvre, augmente laire de
stockage et supprime l'utilisation des sacs onereux. Il existe plusieurs types de silos: silos de
ferme (500 a 10 000 quintaux), silos cooperatifs (10 000 a 100 000 quintaux) et silos
portuaires (50 000 quintaux) (Doumandji et al., 2003). Il existe aussi des silos de capacité de
175.000 a. 250.000 tonnes. Toute livraison peut étre suivie en temps réel et les relevés de
poids délivrés peuvent étre édités automatiquement (Duron, 1999).

1.6.1.3. Stockage en gerbe :

Ce type de premier c’est qu’il permet de répartir le battage sur tout I’hiver, le second est de
permettre une bonne conservation sans séchage artificiel des grains relativement stockage est
mieux encore que celui en épis car le grain est protégé contre 1I’échauffement et les insectes
notamment les charancons, mais les gerbes exigent davantage de travail a la récolte et au
transport. Il a deux principaux avantages, le humides (Multon et al., 1982).

1.6.1.4. Stockage en épis :

Le stockage en épis est une technique trés répandue pour toutes sortes de céréales dans le
monde. Il demande bien moins de volume que le stockage en gerbes, d'ou un colt moindre en
batiments et par conséquence le contrdle de l'ambiance du stockage est plus facile.
(Belyagoubi, 2015).
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I. Les moisissures pathogénes du blé :

Le nombre d’espéces fongiques varie de 60 a 100 milles (Reboux et al., 2010). Elles sont
omniprésentes dans notre environnement. La plupart sont phytopathogénes et se développent
en saprophyte dans la terre et sur les plantes ou les débris végétaux en voie de putréfaction,
elles se retrouvent aussi bien dans 1’air que sur le sol et les surfaces, dans 1’alimentation et
parfois dans ’eau (Meghazi, 2015). Elles se rencontrent également sur les viandes et les
produits d’origine animale, les cadavres d’animaux et les déjections des animaux herbivores
(Delarras et al., 2007).

Les moisissures saprophytes contaminent les aliments et les dégradent de point de vue
qualitatif (Guiraud, 1998). Les espéces pouvant contaminer les aliments sont tres
nombreuses, se retrouvent aussi bien sous forme végétative (conidies) que sous leur forme
sexuée (ascospores), ces derniéres étant particulierement aptes a la survie (Chapeland-
Leclerc et al., 2005).

En raison de leurs aptitudes écologiques et physiologiques; les moisissures sont de loin les
microorganismes les plus redoutables pour les grains stockés (Multon et al., 1982) .

I.1. Caractéres genéraux :

Le terme « moisissure », bien qu’il ne soit en aucun cas une dénomination de taxonomistes, il
est communément utilisé pour désigner tout micro-organisme fongique saprophyte
appartenant aussi bien aux champignons supérieurs (Ascomycetes, Hyphomycetes,
Basidiomycétes) qu’aux champignons inférieurs a hyphes coenocytiques (Zygomycétes)
(Chapeland-Leclerc et al., 2005). Les moisissures peuvent étre deéfinies comme des
microorganismes hétérotrophes filamenteux et immobiles, dont la structure cellulaire est celle
d’une cellule eucaryote classique (Nicklin et al.,, 2000). Lorsque la croissance est
suffisamment avancée, I’ensemble des hyphes constitue un mycélium visible a 1’oeil nu qui se
présente comme une sorte de feutrage a la surface colonisée.( Bourgeois et al., 1989). Les
moisissures ne peuvent se développer que sur des substrats organiques. La structure
filamenteuse du thalle les rend particulierement aptes a coloniser des substrats solides.

Certaines vivent en symbiose avec des végétaux, d’autres sont des parasites des végétaux ou

11
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des animaux, d’autres enfin sont des saprophytes se développant aux dépens de substrats
inertes ou en voie de décomposition.(mallek, 2017).

Les moisissures sont aérobies, en général, acidophiles (pH compris entre 3 et 7) (Nicklin et
al., 2000) et mésophiles (température optimale 20-30°C) (Botton et al., 1990). Cependant,
certaines especes sont psycrophiles, se développant a basse température (T°<15°C ou méme
parfois < 0°C, comme Cladosporium herbarium, Thamnidium elegans). Elles ont, en
générale, un faible besoin en eau par rapport a d’autres microorganismes (aw= 0.65) (Boiron,
1996). Elles sont souvent dotées de propriétés lytiques importantes (cellulolytique,
pectinolytique, amylolytique, protéolytique, lipolytique, etc...) qui en font des agents de
dégradation dangereux mais aussi parfois des alliés utiles (affinage des fromages, production
d’enzymes) ( Touati, 2016 ).

Les moisissures saprophytes contaminent les aliments et les dégradent de point de vue
qualitatif (Guiraud et al., 1998). Les espéces pouvant contaminer les aliments sont tres
nombreuses, se retrouvent aussi bien sous forme végétative (conidies) que sous leur forme
sexuée (ascospores), ces dernieres étant particulierement aptes a la survie (Chapeland-
Leclerc et al., 2005).

En raison de leurs aptitudes écologiques et physiologiques; les moisissures sont de loin les

microorganismes les plus redoutables pour les grains stockés (Multon et al., 1982).
I.2. Conditions de croissance :

1.2.1. Facteurs de développement :

Les moisissures ont un métabolisme actif en rapport avec leur mode de nutrition par
absorption (Moreau et al., 1996). Leurs développements sont dépendants de la nature des
substrats disponibles (cellulose, lignine, etc...) et les conditions physiques : températures,
activité de 1’eau (aw) ou disponibilité en eau, pH et oxygéne (Gibson et al., 1994). Aussi,
Gock 2003 signalent que la température, I’activité de 1’eau et le pH contrélent largement la
germination et la croissance des moisissures xérophiles. Les conditions de développement de

chaque espéce est spécifique en terme de condition physicochimique (Reboux et al., 2006).
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1.2.1.1. Température :

Elle joue un role prépondérant sur la croissance mycélienne. D’une maniere générale, les
moisissures peuvent se développer sous des températures allant de moins zéro a plus de 50°C
(Proctor et al., 1995). La température joue un rble prépondérant dans la croissance
mycélienne, elle intervient également dans la sporulation et la germination des spores
(Bourgeois et al., 1989) Les moisissures les plus courantes sont mésophiles, elles se
développent entre 15°C et 30°C dont I’optimum se situe entre 20°C et 25°C. Cependant
certaines especes sont psychrophiles ou psychrotolérantes se développant a basses
températures (entre -5 et 10°C) tels que Helicostylum pulchrum, Chrysosporium pannorum et
Cladosporium herbarum, ces espéces peuvent survivre méme a -60°C, on les rencontre dans
des entrepdts frigorifiques (Davet et al., 1996) D’autres souches peuvent se développer a des
températures trés hautes (Chapeland-Leclerc et al., 2005). Ces derniéeres sont appelées les
thermophiles extrémes capables de se développer au dessus de 45°C (Aspergillus,
Cladosporium) (Guiraud et al., 1998).

1.2.1.2. Humidite :

Au lieu du taux d’humidité, I’activité de 1’eau (aw) d’une substance est utilisée pour exprimer
les besoins du champignon. Plus I’aw est faible, moins il y’aura d’eau disponible pour la
croissance du champignon (Cahagnier et al., 1998). Néanmoins, 1’humidité a une grande
influence sur le développement des moisissures non seulement sur la croissance mycélienne et
la sporulation mais plus particulierement sur la germination des spores (Bourgeois et al.,
1989). Elle conditionne également leurs activités lipolytiques et protéolytiques (Butt et al.,
2004). Celles qui colonisent les milieux solides comme les grains de céréales en cours de
stockage ou encore les produits céeréaliers séchés sont qualifiées de xérophiles (aimant les
milieux secs), (Cahagnier et al., 1998). Les activités d’eau nécessaires a leur croissance vont
de 0.68 a 0.83 (Reboux et al., 2006). En outre, I’interaction entre la température et la teneur
en eau du grain influe sur ’importance de la colonisation de ces moisissures, car le passage de
I’eau du grain a 1’état de vapeur est favorisé par une augmentation de la température (Proctor
et al., 1995).
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1.2.1.3.pH :

Il dépend de la concentration en proton d’un milieu, il a une grande incidence sur son
équilibre ionique. (Guiraud et al., 1998). La grande majorité des champignons filamenteux
se développent dans une zone de pH de 4.5 — 8.0 (Botton et al., 1999), Cependant, le
développement maximum de moisissures sur les céréales s’opére entre les pH allant de 6 a 8
(Reboux et al., 2006). Ce dernier a une incidence sur le potentiel de croissance des
moisissures xérophiles (Gock et al., 2003).

1.2.1.4. La composition gazeuse (oxygénation) :

La quantité d’oxygeéne mise a la disposition des moisissures est un facteur important de
développement. La plupart sont aérobies, les plus exigeantes vivent dans les régions
périphériques des substrats, les moins exigeants peuvent se développer en profondeur comme
Fusarium oxysporum et Aspergillus fumigatus. Certaines peuvent méme supporter une
anaerobiose tres stricte comme Neocallimastix (Bourgeois et al., 1989 ).

Selon (Procto et al., 1995), leur développement dépend aussi des proportions d’oxygénes,
d’azote et d’oxyde de carbone dans I’atmosphére interstitiel. La sporulation des moisissures
est sous la dépendance de facteurs nutritifs en particulier le rapport C/N et d’environnement
(Guiraud et al.,1998).

1.2.2. Interactions :

Les interactions sont possibles entre plusicurs espéces de moisissures. Le plus souvent, c’est
une succession de moisissures qui assurera la dégradation progressive du substrat, et selon les
cas, il peut y avoir alliance ou antagonisme (Moreau et al., 1996).

1.2.3. Proportion de grains brisés dans un lot :

Ces derniers ont été endommagés au cours de la récolte, de la manutention, du battage ou du

séchage(Gwimer et al., 1996).
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1.2.4. Arthropodes :

Les arthropodes tels que les insectes, les acariens et leurs interactions complexes, contribuent
a la prolifération des moisissures et ce par leur réle de vecteurs de spores. Les moisissures
servent de source alimentaire pour les arthropodes et parfois agissent comme des agents
pathogénes (Proctor et al., 1995).

1.3. Moisissures d’altération du blé :

1.3.1. Le genre Aspergillus :

Dans le blé stocké, les moisissures du genre Aspergillus se multiplient d’autant plus
rapidement que la température (jusqu’a 40°C) et I’activité de I’eau sont élevées (Feillet et al.,
2000). Les Aspergillus sont des contaminants trés communs, ce genre comprend de 180 & 250
especes selon les auteurs dont seules Aspergillus fumigatus, A.flavus, A.nidulans, A.terreus, et
A.niger sont considérées comme thermotolérantes (Reboux et al., 2010). Les espéces
d’Aspergillus les plus fréquemment observées dans le grain de blé stocké sont surtout :
Aspergillus flavus, Aspergillus niger et Aspergillus fumigatus (Mathew et al., 2011). Si le blé
est stocké a une teneur d’humidité de 14 a 15% et a une température d’environ 70°C, il sera
lentement envahi par d’autres especes notamment Aspergillus restrictus. Cette derniere
représente 1’espéce qui prédomine dans le blé stocké pendant quelques mois si I’humidité est
inférieure a 15%. Au dessus de 15% d’humidité, d’autres espéces peuvent apparaitre telles
que : Aspergillus repens, Aspergillus amstelodami, Aspergillus ruber prédominent et
conservent leurs predominances méme a des teneurs d’humidité supérieures a 18% (Magan et
al., 2003).
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Figure 1.3.1. Schéma d’une téte aspergillaire (Meghazi, 2015).
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1.3.2. Genre Penicillium :

De tous les champignons, c’est probablement le genre Penicillium qui est le plus ubiquitaire.
(Reboux et al., 2010). Les moisissures de ce genre sont moins fréquentes avant la récolte
mais commencent a croitre rapidement pendant le stockage, quand les conditions appropriées
sont réunies. Elles se développent méme lorsque la teneur en eau est relativement basse, mais
elle doit étre au dessus d’un seuil de 14% environ et d’un taux d’humidité de 75% (Boudreau
et al., 1992). Ce genre comprend environ 227 espéces définies essenticllement d’aprés les
caracteres du thalle, des pénicilles et des spores (Pitt et al., 1988). Les espeéces les plus
communes sont essentiellement : Penicillium aurantiogriseum, Penicillium cyclopium,
Penicillium hordei, Penicillium freii, Penicillium melanoconidium, Penicillium polonicum,
Penicillium viridicatum, Penicillium verrucosum, Penicillium crustosum (Dijksterhuis et al,

2007).
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Figure 1.3.2. Schéma d’un Penicillium (Visagie et al., 2014).

1.3.3. Genre Alternaria :

Le genre Alternaria regroupe plus de 100 espéces ubiquitaires extrémement répandues dans
les sols, la végétation, I’air ou les aliments (Simmons et al., 1993). Il est frequent, méme dans
le blé cultivé dans les zones arides (Dendy et al, 2000). Les especes les plus fréquentes sont :
Alternaria alternata est connue par la production des mycotoxines (Andersen et al., 2002) et
Alternaria infectoria cause la décoloration et la dévalorisation du grain mais elle est non

toxinogenique (Webley et al., 1997).
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Figure 1.3.3. Schéma d’ Alternaria (Sharma et al., 2014).

1.3.4. Genre Fusarium :

Il comprend les especes qui ont a la fois des pouvoirs pathogenes et saprophytes. Les especes
rencontrées sont surtout : Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium
avenaceum, Fusarium poae (Van der Burgt et al., 2009). La majorité des especes de
Fusarium sont susceptibles de produire des mycotoxines . (Tabuc et al., 2007). Les deux
especes Fusarium culmorum et Fusarium graminearum peuvent causer la pourriture de la tige
et la brilure de 1’épi du blé et ces infections de champ peuvent conduire a 1’altération post
récolte plus importante de ce produit s’il est stocké a une trop forte activité de I’eau (Adams
et al., 2008).

Figure 1.3.4.Schéma d’un Fusarium (a) Microconidie; (b) Chlamidospores (Meghazi, 2015).
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1.3.5. Les Mucorales :

Cette sous famille regroupant les genres Absidia sp, Mucor sp, Rhizomucor sp et (Reboux et
al., 2010). Les mucorales sont des champignons cosmopolites tres répondus, saprophytes du
sol ou ils se nourrissent a partir de végétaux, ils contaminent fréquemment les denrées
alimentaires comme les céréales, les fruits et légumes, certaines espéces sont pathogénes de
plantes (Chabasse et al., 2002).

sporange

sporanaioohore

-~

rmizodes

Figure 1.3.5. Appareil reproducteur des mucorales (Dufresne et al., 2013).

1.4. Role des moisissures :

Les moisissures jouent un rdéle primordial dans divers domaines d’applications ; elles sont
utilisées dans les industries alimentaires, chimiques, la biolixiviation et la biotransformation,
etc. Cependant I’industrie n’exploite commercialement qu’un petit nombre de métabolites de
quelques espéces seulement (Boiron et al., 1996). Sur le plan économique on peut distinguer
deux groupes de moisissures, celles qui sont utiles, utilisées dans I’industrie pour conférer aux
produits des propriétés organoleptiques et technologiques (Boudra et al., 2009).Aussi, leur
activité biologique dans la production d’une grande diversité de molécules produites au cours
des métabolismes primaires et secondaires, exploitées en particulier par 1’industrie

pharmaceutique et en médecine (Larpend-Gourgaud et al., 1992).

18



Chapitre 2 les moisissures pathogénes du blé

1.4.1. Intérét alimentaire :

Les moisissures sont souvent dotées de propriétés lytiques importantes (cellulolytiques,
protéolytiques) qui en font des agents de dégradation dangereux mais parfois des agents
technologiques utilisés dans I’affinage des fromages et dans la production d’enzymes
(Guiraud et al., 1998 ). Selon Webster et al (2009), les Aspergillus et les Penicillium jouent
un réle primordial en biotechnologie grace a leur aptitude a produire de grandes quantités
d’enzymes extracellulaires tels que les protéases, amylases, lipases et pectinases utilisés dans
de nombreux processus industriels y compris la fabrication de produits de boulangerie, les
produits laitiers, les jus et dans l'industrie de I'amidon. Les champignons filamenteux sont des
producteurs importants d’acides organiques tels que 1’acide gluconique, I’acide malique,
’acide acétique et I’acide citrique (Leveau et al., 1993). Ce dernier est notamment produit par
Aspergillus niger, ou 60% de sa production est destinée au secteur alimentaire (Botton et al.,
1999). La production de biomasse peut étre une source importante pour I’alimentation animale
et méme humaine, en servant de complémentation des produits céréaliers. Quelques especes
fongiques ont un grand usage, c’est le cas d’Aspergillus niger, de Fusarium graminearum et
de Trichoderma harzianum (Botton et al., 1999)

11.1.4.2.Intérét chimique :

La production de cellulase par Aspergillus niger et Trichoderma harzianum présente une
diversité d’applications industrielles, ou 48% de sa production par ces deux espéces fongiques
et le genre Penicillium est utilisée pour I’industrialisation des papiers et les textiles (Delgado-
Jarana et al., 2002). Certains genres fongiques tels que Aspergillus, Mucor et Penicillium
sont capables de produire des lipides en quantités importantes et constituent une source
potentielle d’utilisation chimique (Botton et al., 1999). En biolixiviation seules les bactéries
présentent un intérét industricl. Cependant, certaines moisissures possédent d’intéressantes
propriétés ; Aspergillus ochraceus, Penicillium funiculosum et Rhizopus arrhizus sont
capables d’absorber de ’'uranium du minerai. Les milicux de culture carencés en facteurs de
croissance et en sels minéraux, diminuent le taux de croissance, mais stimulent ce phénomene
(Boiron et al., 1996). En biolixiviation seules les bactéries présentent un intérét industriel.
Cependant, certaines moisissures possedent d’intéressantes propriétés ; Aspergillus ochraceus,
Penicillium funiculosum et Rhizopus arrhizus sont capables d’absorber de I'uranium du

minerai. Les milieux de culture carencés en facteurs de croissance et en sels
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minéraux, diminuent le taux de croissance, mais stimulent ce phénoméne (Boiron et al.,
1996).

1.4.3. Intérét pharmaceutique :

Les champignons filamenteux sont des grands producteurs d’antibiotiques tel que la
pénicilline produite par le genre Penicillium et la céphalosporine produite par
Cephalosporium (Botton et al., 1999). Cependant les acides organiques d’origine fongique
n’ont pas une application pharmaceutique importante (Divies et al., 1984). Selon (Boiron et
al., 1996.), les toxines secrétées par quelques moisissures s’accompagnent également d’un
pouvoir antibactérien qui s’exprime préférentiellement sur des espéces du genre Bacillus. La
production industrielle en vitamines se limite a une partie de la synthése de la riboflavine
produite spécialement par Eemothecium ashbyii cultivé en milieu agité et supplémenté en
lipides. La vitamine A pourrait faire 1’objet d’une production microbiologique par les
champignons notamment les espéces de 1’ordre des mucorales (Botton et al., 1999).

1.4.4. Intérét medical :

La découverte de la cyclosporine, puissant agent immunodépresseur, puis la mise en évidence
de corrélation entre I’activité de certaines enzymes et diverses pathologies ont permis de
donner un grand essor aux sciences médicales et pharmaceutiques (Botton et al.,1999). Les
premiers produits d’origine fongique en médecine sont les alcaloides de I’ergot de seigle
(ergotamine), utilisés en gynécologie et pour diverses autres indications (Boiron et al., 1996).

1.5. Action néfaste des moisissures :

1.5.1. Modifications visuelles du blé :

1.5.1.1. Germination :

Selon Heredia 2009 ,la diminution de la germination se produit lorsque les champignons de
stockage envahissent le germe ou ’embryon du grain. Ce dernier affaibli et meurt lorsque les
champignons de stockage I’attaquent pour utiliser ses huiles et d’autres nutriments. Cette
réduction est influencée par la teneur en humidité des grains, la température de stockage,

I’espéce de mycoflore impliqué et la durée de stockage (Bose et al., 2008).
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1.5.1.2. Décoloration :

D’aprés Brooker ,les moisissures de stockage provoquent une décoloration sévére des grains,
Aspergillus glaucus provoque la décoloration du germe ; Aspergillus candidus peut se
reproduire dans le blé & une teneur en eau de 15-15,5 % entraine la décoloration de I’ensemble
du grain. Aspergillus flavus se développe dans le blé entreposé a une teneur en eau supérieure
a 18-18,5% et provoque une décoloration rapide du germe et du grain entier. Les moisissures
du genre Penicillium qui exigent des teneurs en eau relativement élevées peuvent causer la
décoloration du grain (Botton et al., 1999). La décoloration peut étre causée par les
champignons de champ et de stockage et peut entrainer un noircissement du germe de blé
(Boudra et al., 2009).

1.5.1.3. Odeur :

La contamination fongique des grains de blé est responsable du rejet des odeurs indésirables.
Il a été constaté que les grains stockés a des conditions d’humidité élevées ont une odeur de
moisi (Kermiche, 2012-2013).

1.5.2. Modifications biochimiques du blé :

Au cours du stockage du blé, de nombreux changements biochimiques peuvent se produire et
provoguent une diminution de la valeur nutritive du produit stocke en attaquant les glucides,
les protéines, les lipides et les vitamines (Udayakumar et al., 2009).

1.5.2.1. Dégradation des lipides :

Les lipides des grains et notamment les triglycérides se révélent particulierement sensibles a
la dégradation par les microorganismes. Les triglycérides sont hydrolysés en glycérols et en
acides gras grace a des enzymes appelé « lipases », que I’on rencontre chez les moisissures
(Rhizopus, Aspergillus, Geotrichum, Penicillium), les levures (Candida, Pichia) et les
bactéries (Bacillus). Les acides gras sont dégradés chez les microorganismes aérobies et
aéroanaérobies (Pseudomonas, Entérobactéries, levures, moisissures...) par la B-oxydation.
L’évolution de I’acidité grasse est une des manifestations les plus sensibles des modifications

biochimiques que subissent le blé au cours du stockage (Kermiche, 2012-2013) .
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1.5.2.2. Dégradation des glucides :

La dégradation de la cellulose est assez rare et se limite a quelques moisissures et bactéries.
L’amidon est hydrolysé par I’action d’amylases présentent dans les grains et 1’amylase
fongique et quelque bactéries et levures, cette dégradation fait intervenir des types d’enzymes
selon I’espece : L’alpha-amylase a une action endomoléculaire conduisant a la formation de
maltose et d’une petite quantité de maltodextrine (Bacillus, nombreuses moisissures, quelques
levures) , gluco-amylase qui libére des unités glucose a partir des extrémités non réductrices
des polymeres (moisissures, levures et des bactéries) et la p-amylase qui a une action de type
exomoléculaire donnant du maltose et des dextrines (Bacillus, levures et bactéries). Le
glucose ainsi formé est utilisé par les champignons comme source d’énergie ou pour la
production du sucre ribose utilisé pour la synthése d’acide nucléique (Bauer et al., 2010) .
1.5.2.3. Dégradation des protéines :

La plupart des protéases microbiennes sont spécifiques. Elles agissent aussi bien sur les
protéines que sur les oligopeptides, il s’agit des enzymes généralement exocellulaires
(Guiraud et al., 2003).

L’hydrolyse des protéines en polypeptides et en acides aminés assimilables par les
microorganismes ne se fait que tres lentement dans les conditions de stockage (Multon et al.,
1982).

1.5.3. Production des mycotoxines dans le blé :

Certaines especes de moisissures ont une préoccupation majeure en raison de leurs propriétés
génotoxiques. lls ont le potentiel de produire une gamme de métabolites secondaires toxigques
appelés « mycotoxines ». Généralement ces métabolites sont produites dans le mycélium des
moisissures, mais peuvent s’accumuler dans des structures spécialisées telles que les
phialides, les conidies ou les sclérotes ainsi que dans le milieu environnant 1’organisme
(Bhatnagar et al., 2002).Du grec (mycos = champignon) et du latin (toxinum = poison), le
terme « mycotoxine » désigne des substances chimiques produites par des moisissures dotées
génétiquement d’un pouvoir toxicogene se développant sur des denrées alimentaires brutes ou
transformées surtout celles d’origine végétales (Bourais et al., 2006) Cependant, Optis et al.

(2012) rapportent que plusieurs moisissures peuvent les utiliser dans le processus de la
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dégradation de la matiére organique tout comme les enzymes. Elles sont généralement
produites par 5 principaux types de champignons, a savoir Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Claviceps et Alternaria (Pfohl-Leszkowicz et al., 1999). Il existe environ 2500
mycotoxines répertoriees, les plus rencontrées en agroalimentaire constituent les
ochratoxines, les fumonisines, les trichotécenes et les aflatoxines. Ces derniéeres sont les plus
redoutables toxines dans les céréales et les fruits secs (Bourais et al, 2006). La synthése des
mycotoxines est liée a des facteurs tels que la teneur en humidité, la température, la durée de
stockage, le taux de contamination, de grains cassés, des impuretés, de taux d’oxygeéne, des
dommages au cour des traitement de récolte et transport des grains (Brick et al., 2000). Une
telle contamination peut conduire a la réduction et la dégradation de la qualité de blé, ce qui
rend impropre a la consommation humaine et animale. Selon Terzi et al. (2014), on
dénombre au minimum 30 mycotoxines extrémement toxiques. Ces derniéres présentent
quatre modes de toxicité : aigué, chronique, mutagenique et tératogénique (Reboux et al.,
2006).

1.5.3.1. Aflatoxines :

Aflatoxines sont Mycotoxines produites par certaines souches d'Aspergillus, notamment
flavus et A. parasiticus. Formees lors de la croissance de ces champignons sur des produits
tels que les céréales (par exemple le mais), les noix (par exemple les arachides) et les graines
oléagineuses (par exemple le soja). La contamination peut avoir lieu avant et apres la récolte.
Les cultures hotes sont particulierement sensibles a I'infection apres une exposition prolongée
a une forte humidité ou a des dommages pendant la sécheresse. Une fois ingérees, les
aflatoxines sont métabolisées par le foie en un intermédiaire réactif, I'aflatoxine M1. Elle est
hépatotoxique et hépatocancérigéne pour I'homme et les animaux, et peut entrainer une
aflatoxicose. (IFIS., 2009).

1.5.3.2. Ochratoxines :

Les ochratoxines sont un groupe de mycotoxines produites par Penicillium verrucosum et
différentes especes de moisissures Aspergillus (A. alliaceus, A. auricomus, A. carbonarius, A.
glaucus, A. melleus, A. niger) qui contaminent les cultures en plein champ, entrainant une

contamination par les ochratoxines des champs et du stockage (Bennett et al., 2003).
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1.5.3.3. Trichothécenes :

Les trichothécenes sont l'une des principales classes de mycotoxines, provoquant une un
impact économique important sur les cultures céréalieres chaque année (Parry et al.,1995).
Les genres producteurs de trichothécéne comprennent Fusarium, Myrothecium, Spicellum,
Stachybotrys, Cephalosporium, Trichoderma et Trichothecium (Cole et al.,2003). Ces
champignons, de l'ordre des Hypocreales, sont présents dans le monde entier et sont adaptés a
la colonisation et a la croissance sur des substrats présentant une grande variété de
disponibilité en humidité et de teneur en nutriments. Au sein du genre Fusarium, certaines
espéces sont d'importants agents pathogenes des plantes et sont a l'origine de flétrissures, de
brhlures et de pourritures des épis dans les céréales, en particulier le blé, l'orge, l'avoine et le
mais (Desjardins et al., 2006) Dans le blé stocké, ’optimum de production des mycotoxines
du groupe trichothécenes par les moisissures du genre Fusarium est a température de 20-25°C
(Yazar et al., 2008).

1.5.3.4. Zéaralenones :

L’occurrence de ces toxines est favorisée par 1’¢lévation de la teneur en eau et la diminution
de température. Des concentrations elevées de zéaralénones ont été mesurées dans le blé
stocké dans des conditions humides (Agag et al., 2004) .

1.5.3.5. Moniliformines :

Certaines espéces de Fusarium ont la capacité de production de ce groupe de mycotoxine
dans le blé : Fusarium moniliforme. L’optimum de cette production est dans les températures
chaudes 25-30°C. (Kermiche, 2012-2013)
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I. Biofilms :

Les biofilms sont le résultat du développement des microorganismes sur une surface vivante
ou inerte. Ce mode de vie sessile est trés avantageux pour les microorganismes qui y trouvent
refuge pour vivre et survivre, les biofilms pouvant croitre dans des conditions nutritionnelles
qui ne permettent pas la croissance des cellules planctoniques. .( Malek, 2012-2013) Dans
I’industrie agro-alimentaire (IAA), on trouve différents micro-organismes selon les aliments
manipulés et/ou transformés. Ces derniers ont la capacité a former un biofilm s’ils ne sont pas
éliminés. Or, la présence de biofilm en 1AA est problématique. Une contamination des aliments
distribués engendrera une perte économique et également un risque pour la santé du
consommateur.(Diabi, 2017-2018 ). Les biofilms microbiens peuvent étre bénéfiques ou
causer des nuisances dans les environnements ou ils se développent. lls peuvent étre
impliques dans les processus infectieux ou induire des effets néfastes en terme de qualité,
d’hygieéne et de santé publique. Au sein des biofilms, les microorganismes acquierent de
nouvelles caractéristiques phénotypiques notamment une resistance importante aux agents
antimicrobiens ( Malek, 2012-2013).

1.1. Définition :

La vie microbienne associee aux surfaces a recu de nombreuses déefinitions construites autour
des trois eléments clés du biofilm, qui sont le microorganisme, la surface et la matrice
organique (Marshall et al., 1971). Celles-ci ont évolué en fonction de la perception et de la
comprehension du phénomene et se sont affinées au fur et a mesure des découvertes realisées
sur le sujet. Dans une définition simple, proposée par Carpentier et al (1993), le biofilm est
une communauté de microbes incorporés dans une matrice de polymeéres organiques et
adhérant a une surface. Donlan (2002) souligne le caractere solide de cet attachement des
microorganismes aux surfaces : non enlevé par un rincage doux. Toutefois et bien qu’il
n’existe pas de consensus absolu sur la définition d’un biofilm, Donlan et al (2002)
considérent que toute nouvelle définition doit apporter des €léments d’information sur des
aspects bien définis du biofilm, autres que les caractéristiques facilement observables telles
que la croissance sur une surface et la production de matrice. Les autres attributs
physiologiques des microorganismes en biofilm, notamment les taux de croissance altérés et
I’expression de geénes non exprimés par les organismes planctoniques, en d’autres termes le
phénotype biofilm, doivent étre pris en considération. Sur cette base, ont proposé une
définition plus complete : « un biofilm est une communauté microbienne sessile caractérisée

par des cellules qui sont irréversiblement attachées, a un substratum, ou une interface ou les
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unes aux autres, emprisonnées dans une matrice de substances polymériques extracellulaires
autoproduites et exhibant un phénotype altéré par rapport au taux de croissance et a la
transcription des génes ». Enfin le terme société du biofilm a également été utilisé
( McDougald et al., 2012), faisant allusion a 1’organisation des communautés microbiennes
du biofilm ainsi qu’aux systémes de communication intercellulaire et de régulation des
fonctions au sein de cet ensemble complexe et dynamique. Toutefois certains des concepts a
la base des biofilms sont encore en plein évolution, notamment le systeme de communication
intercellulaire ou quorum-sensing. Des études récentes ont montré que ce systéme de
communication n’est pas uniquement liée a la densité cellulaire mais aussi a la localisation
spatiale des cellules (Timp et al., 2009), ainsi qu’aux condition hydrodynamiques qui régnent

dans les systemes fermées (Janakiraman et al., 2009).

1.2. Etapes de formation de biofilm :

Les biofilms peuvent se développer sur une grande variété de surfaces, incluant les tissus
vivants, les dispositifs médicaux, les canalisations des systémes d’eau potable ou industriels
ou sur tout autre support retrouvé dans le sol ou dans les milieux aquatiques. Les différentes
études montrent que les biofilms se forment de la méme maniére quelque  soit
I’environnement qu’ils colonisent. La formation se fait généralement en cinq étapes (Zinafi
et al., 2017-2018).

1.2.1. Adhésion réversible :

L’adhésion microbienne peut se diviser en deux étapes distinctes : I’adsorption réversible et
I’adhésion irréversible (Characklis et al., 1990). L’adsorption réversible met en jeu des
forces d’interaction différentes, notamment les forces de London-van der Waals, les
interactions électrostatiques et les interactions de Lewis. L’ensemble est modélisé par la
théorie dite XDLVO (Van Oss et al., 1995). Suite a cette adsorption, deux évolutions sont
possibles : soit le microorganisme est désorbé et retourne dans la phase liquide, soit il parvient
a rester fixé et passe donc a 1’étape d’adhésion irréversible.

1.2.2. Adhésion irréversible :

L’adhésion irréversible se fait au moyen de deux mécanismes principaux. On observe d’une
part la multiplication des liaisons faibles (type liaisons de van der Waals, liaisons hydrogenes,
liaisons hydrophobes) dont le nombre compense le niveau d’énergie. D’autre part, il apparait
des ponts polymériques entre d’un coté les divers appendices, flagelles et pili et les EPS
secrétées par la cellule, et de ’autre le support conditionné. Ainsi les microorganismes sont

capables de se fixer de maniére ferme et durable sur le support (van Oss et al., 1995).
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1.2.3. Formation de micro-colonies :

le d’ebut de la croissance microbienne et de 1’ ‘evolution de I’architecture du biofilm avec le
d’eveloppement des micro-colonies primaires (Ana Cecilia, 2017) La formation des
microcolonies provient aprés 1’adhésion a une surface biotique ou abiotique et la liaison
devient stable, dont le résultat est la formation de micro-colonies ( Coline et al., 2015) .

1.2.4. Maturation du biofilm :

C’est I’étape clé de la formation de biofilm. Elle est caractérisee par la sécrétion
d’exopolymeres contribuant, d’un c6té, a la forte adhésion des cellules les unes aux autres et
de l'autre, a la surface. Le biofilm grandit jusqu'a devenir macroscopique en condition
optimales (Alnnasouri, 2010) .

1.2.5. Dispersion du biofilm :

Le détachement des cellules associées aux biofilms intervient lorsque les conditions
environnementales deviennent défavorables : limitation de la disponibilité en oxygéne dans
des biofilms épais, apparition ou modification de la nature des nutriments disponibles. Ce
phénoméne n’est pas restreint au dernier stade du développement du biofilm mais peut avoir
lieu, soit par lyse cellulaire soit par le départ de cellules viables, tout au long de la formation

du biofilm et en réponse a un changement d’environnement ( Parot et al., 2007).

Figure 1.2.5. Représentation schématique du processus de formation du biofilm, mettant en
évidence les structures en tours en champignons ( Malek, 2012-2013).
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1.3. Facteurs influencant la formation de biofilm :

1.3.1. Caractéristiques de la surface :

Plus une surface est rugueuse, plus la colonisation de cette surface par des microcolonies est
importante. Les surfaces rugueuses sont colonisées de facon préférentielle car les forces
répulsives sont moindres et la surface de fixation est augmentée (Donlan et al., 2002).

Les propriétés physico-chimiques de la surface peuvent exercer une influence sur le taux
d’attachement et sur son ampleur :d’une part I’hydrophobicité, les microorganismes se fixent
plus facilement a des surfaces hydrophobes et non polarisées que sur des matériaux
hydrophiles comme le verre ou les métaux et, d‘autre part la présence d’un film protéique
(Bradshaw et al., 1997).

1.3.2. Caracteéristiques du milieu :

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques précis et
des entités structurales particulieres, dont I’activation dépend de facteurs environnementaux
clefs. On peut citer les facteurs suivants (Martinez et al., 2007) : température, pH (conditions
optimales de formation de biofilms en situation de neutralité), concentration en oxygeéne,
concentration en fer, osmolarité, présence d’ions spécifiques, sources de carbone disponibles,
concentrations en nutriments : dans un milieu statique, La concentration en nutriments doit
étre élevée pour qu’il puisse y avoir formation d’un biofilm ( Spormann et al., 2008).
L’adhésion irréversible se fait au moyen de deux mécanismes principaux. On observe d’une
part la multiplication des liaisons faibles (type liaisons de van der Waals, liaisons hydrogénes,
liaisons hydrophobes) dont le nombre compense le niveau d’énergie (Characklis et al.,
1990). D’autre part, il apparait des ponts polymériques entre d’un coté les divers appendices,
flagelles et pili et les EPS secrétées par la cellule, et de I’autre le support conditionné. Ainsi
les microorganismes sont capables de se fixer de maniére ferme et durable sur le support (van
Oss et al., 1995).

L’hydrophobicité est une propriété inter-faciale directement liée a 1’énergie de surface de
Gibbs, qui est la somme nette des interactions attractives de van der Waals et des interactions
électrostatiques (Palmer et al., 2007). Une augmentation de 1’hydrophobicité de la surface
cellulaire créera une diminution équivalente dans I’excés de I’énergie de surface de Gibbs

(Liu etal., 2002).
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I.1.Objectif de I'étude :

Les silos de stockage du blé peuvent étre soumis a la contamination par des microorganismes
qui colonisent leurs surfaces en formant des biofilms. Le but de ce pratique est I’étude
fongique de ces biofilms par la réalisation des cultures de préléevements sur des milieux de

cultures.

I1.1. Lieu d’étude :

Les moulins MERABET sont situés a la zone d’activité de Naama ; d une superficie de 20000
m2 ,7500 m2 est réservés pour la partie batie, ce dernier est élaboré pour acquérir une
semoulerie 120 T/j, et une minoterie de 100 T/j extension, installé en Juillet 2007,

I’infrastructure comporte aussi I’administration, le laboratoire, le magasin, le pont bascule.

11.2. Echantillonnage :

Tous les prélevements ont été réalisés par grattage de la surface intérieure du silos de stockage
(silos de repos)avec une spatule stérilisée a I’éthanol et au feu avant chaque prélévement. Ces

prélevements ont été placés dans sachets stériles.

11.3. Préparation des milieux de culture

Dans le but d’isolement, de purification et identification moisissures présent dans ce biofilm ,

les milieux de culture utilisés sont :
* Milieu (DRBC)

* Milieu (MEA)

 Milieu (CDA)

« Potato Dextrose Agar (PDA)

« Eau physiologique (EPh)

* PDA incliné

29



Partie pratique

11.4. Dénombrement et isolement de la flore fongique :

Le dénombrement se réalise sur un milieu solide en boites de pétri en utilisant la méthode de
dilution. Des dilutions en série dans des tubes d’eau physiologique stérile se réalisent pour
chaque échantillon du biofilm : 10 g de I’échantillon sera peser et mélanger pendant 15 min
avec 90 ml de I’ecau physiologique stérile ajoutée des gouttes de tween 80 puis, 1 ml de la
suspension obtenue sera prélever puis mélanger avec 9 ml de I’eau physiologique stérile pour
obtenir une dilution de l'ordre de 10-1.Ensuit, 1 ml de cette derniére sera prélever puis
melanger avec 9 ml de I’eau physiologique stérile pour obtenir une dilution de 1’ordre de 10-
2 jusqu’a I’obtention de la dilution 10-6 . 0.1 ml sera prélever et placer sur la gélose de PDA
(Potato dextrose agar), DRBC (Dichloran rose bengal chloranphenicol),MEA et le milieu
CDA . La composition des milieux de culture est mentionnée dans ’annexe. La présence de
I’acide lactique et du chloramphénicol agent antibactérien, dans les deux premiers milieux de
culture permet d’éviter la croissance bactérienne. Pour chaque échantillon, 60 boites de pétri
(15 pour chaque milieu de culture, en ordre de 5 boites pour la dilution 10-4, 10-5, 10-6) sera
inoculer par 0.1ml de la suspension. Les boites de pétri inoculées sera incuber a 25°C pendant
7 jours avant I’énumération. Les boites contenant entre 10 et 100 CFU (colony forming unity :
unité formant colonie) sera utilisées pour le dénombrement. Les résultats sont exprimés en
CFU par gramme d’échantillon. Si I’échantillon s’avére peu contaminé par les champignons
c'est-a-dire que le nombre de colonies par boites est inférieur a 10, les boites de la plus faible

dilution sont utilisées pour le dénombrement.

11.5. Purification des isolats :

Pour obtenir des isolats purs, des observations quotidiennes sera effectuées dés 1’apparition
des souches. Chaque isolat développé sera repiqué, a ’aide d’une anse de platine stérile, au
centre de boite de Pétri contenant un milieu PDA plus 30mg d’antibiotique, puis incubé a
30°C pendant 6 jours. En cas de contamination par une autre souche fongique, la purification
des souches sera effectuée par le repiquage des disques des moisissures au centre de boite
contenant le méme milieu et dans les mémes conditions d’incubation jusqu’a 1’obtention des

souches pures (Guiraud, 2003).
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11.6. Identification des champignons :
11.6.1. Identification des genres :

Conventionnellement, 1’identification des genres fongiques repose sur 1’identification de
critéres morphologiques ; d’une part par I’observation macroscopique du mycélium, et d’autre

par I’observation microscopique des structures reproductrices.
11.7.1.1. Observation macroscopique :
a) L aspect des colonies : elles peuvent étres duveteuses, laineuses, poudreuses...etc.

b) Le relief des colonies : elles peuvent avoir un aspect plat ou plissé ainsi que leur

consistance qui peut étre friables, molles ... etc.

c) La taille des colonies : elles peuvent étres petites 3 a 3.5 cm ou étendues 4 a 5 cm ou

envahissantes.

d) La couleur des colonies : c’est un élément trés important d’identification, les colonies
peuvent étres de couleur blanche, creme, jaune, verte ou brune, des pigmentations peuvent se

présenter sur le mycélium ou diffuser sur le milieu de culture.

11.7.1.2. Observation microscopique :

Cette dernicre est réalisée par la technique de la culture sur lame qui a pour objectif I’examen
des organes de fructification, souvent difficiles a observer sur les montages classique
(Chabasse et al., 2002). Elle consiste a ensemencer les souches sur les cotes de morceaux de
PDA d’environ 5 mm d’épaisseur. Ces morceaux sont coupés a partir d’une boite coulée en
couche épaisse pour éviter la déshydratation du champignon, ensuite les porter sur des lames

stériles et recouvrir de lamelles stériles.

Les lames sont déposées dans des boites de Pétrie tapissée avec du papier imbibé d’eau
distillée stérile. Ces lames sont soulevées d’une tige en verre en forme de U qui est déposée
au fond de la boite de Pétrie. Refermer cette derniére et placer le tout a I’étuve. Aprés 2 a 3
jours d’incubation a 28 °C, sur de nouvelles lames stériles, on dépose une & deux gouttes de
bleu de coton pour permettre le gonflement du mycélium facilitant ainsi 1’observation
microscopique, on souléve aseptiquement la lamelle couvrant le morceau de PDA inoculé, la

déposer sur les goutes du bleu de coton et procéder a 1’observation microscopique.
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I11.1dentification des champignons a I'aide d'outils moléculaires :

les mycologues ont traditionnellement utilise la morphologie (caracteres phénotypiques),
telles que la production des spores formées a la suite d'une (mitose) ou la reproduction
sexuelle (méiose), comme seul moyen de l'identification des especes fongiques (Hyde et al.,
2010) et méme aujourd'hui, il est toujours adopté comme un moyen d'identification des
espéces dans le cadre de I'étude mycologique. L'utilisation de la morphologie dans
I'identification des espéces fongiques est tres importante pour comprendre I'évolution de la
morphologie des especes fongiques. Cependant, les approches morphologiques des
champignons cadre, bien qu'elle soit couramment utilisée dans la taxonomie des champignons
pour la classification au niveau l'ordinal ou familial (Wang et al., 2016) ne peut pas toujours
donner de bons résultats pour le niveau inferieur (especes) (Lutzoni et al., 2004) pour les
raisons exposées ci-dessous. Dans certaines lignées de champignons trés spécifiques, les
caractéres morphologiques peuvent étre controversées ou problématiques, méme pour les
mycologistes qualifiés, car ils ne peuvent pas toujours fournir des regroupements précis au
sein d'une cadre évolutif, principalement au niveau des espéces (Geiser et al., 2004). Les
caractéristiques morphologiques peuvent souvent étre trompeuses en raison I'hybridation (
Olson et al., 2002) la spéciation cryptique (Harrington et al., 1999) et I’évolution (Brun et
al., 2010). En outre, jusqu'a récemment, il était de pratique courante en mycologie pour
désigner les stades asexués et sexuels d'une méme champignon, la plupart du temps sous un
autre nom (appelé double nomenclature), ce qui a créé une confusion. Cette pratique n'est pas
plus acceptable selon le dernier Code international de Nomenclature des algues, des
champignons et des plantes (Hibbett et al., 2013). De plus, l'identification des champignons
sur la base de leur seule morphologie peut étre difficile, surtout quand aucun expert ne
s'occupe cultures de champignons, puisqu'il existe un nombre limité des caracteres
morphologiques qui peuvent étre utilisés pour l'identification. Par exemple, les souches de
champignons endosymbiotiques, tels que les endophytes et les champignons endolicheniques,
qui sont couramment utilisés pour isoler les métabolites secondaires, ne sont pas toujours
sporulés en culture, ne fournissant ainsi aucun caractére phénotypique pour lequel les
identifier en fonction de leur morphologie (Hyde et al., 2008). Pour les champignons qui
sporulées dans la culture, les structures asexuées, telles que les conidies/ la forme et la taille

des spores, peuvent souvent présenter des caracteres tres plastiques (Huzefa et al., 2017).
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Dans les sections suivantes, nous examinons deux méthodes utilisées dans la mycologie pour
I'identification des champignons sur la base de leur séquence, a savoir, Codage a barres de
I'ADN en utilisant la région ITS et la taxonomie de 'ADN en utilisant un ou plusieurs genes

dans des alignements de séquences et l'utilisation d'outils de construction d'arbres pour

estimer les relations phylogénétiques (Huzefa et al., 2017).

) ‘ :
il |
Code-barres de 'ADN
Phylogenetic Tree
Taxonomie de I'ADN

L% \.‘\

analyse morphologique

Figure 111.1. Méthodes d’identification morphologiques et moléculaires des champignons

(Huzefa et al., 2017).

I11.1. Les trois génes ribosomiques nucléaires les plus communément utilise

pour I'identification des champignons:

L'utilisation des données moléculaires pour la I'identification des champignons a commencé il
y a plus de deux décennies avec Darticle de référence décrivant l'opéron nucléaire
ribosomique fongique par White et al. Les séquences d'’ADN fongique générées avec ces
amorces pour la grande sous-unité (nrLSU-26S ou 28S), petite sous-unité (nrSSU-18S), et
I'ensemble de la transcription interne (ITS1, 5.8S, ITS2 ; env. 0.45-0.80 kb) a inauguré une
nouvelle ére de l'identification des séquences phylogénétiques moléculaires de la regne des
champignons ( Brunset et al., 1991). Différents rythmes d'évolution, qui se traduisent par des

niveaux différents de variation géenétique, ont été observés pour ces trois régions distinctes, la

33



Partie pratique

SSU étant celle qui évolue le plus lentement, donc qui présentent le plus faible degré de
variation entre les taxons, tandis que I'I'TS évolue le plus rapidement et présente le plus haut (
Brunset et al., 1991). Si un chercheur s'intéresse au placement phylogénétique d'un
champignon a des niveaux taxonomiques supérieurs (famille, ordre, classe, et phylum), le
SSU peut étre amplifié et séquencé en utilisant la combinaison d'amorcage NS1 et NS4 (
White et al, 1990). Alternativement, si l'identification doit étre faite aux niveaux
taxonomiques intermédiaires (famille, genre), l'utilisateur peut aussi amplifier et séquencer le
LSU a l'aide de I'amorce combinaison LROR et LR6 ( Vilgalys et al., 1990). La région LSU,
qui contient les domaines hypervariables D1 et D2, sur son propre ,ou lorsqu'il est combiné
avec la région ITS, peut également étre précieux pour l'identification des champignons
( Porras-Alfaro et al., 2014). Pour l'identification des espéces , le ITS est le plus utile, car il
est le plus rapide partie évolutive du cistron de I'ARNTr (figure 2). En raison de sa facilité dans
I'amplification, l'utilisation généralisée et I'ampleur appropriee I'écart entre les codes a barres
(c'est-a-dire la différence entre les codes interspécifiques et variation infraspécifique), le SIR
a été choisi comme code a barres pour les champignons par un consortium de mycologues (
Schoch et al 2012). Ainsi, pour la recherche sur les produits naturels, les deux premiers
domaines du LSU et toute la région ITS devrait étre séquencée en raison leur forte prévalence
dans la taxonomie et la systématique des champignons. Alors que le Les LSU peuvent étre
utilisés dans les analyses phylogenétiques pour déterminer les relations entre les especes, le
ITS peut étre utilisé seul ou en conjointement avec d'autres génes codant pour des protéines
pour l'identification des especes. Ces genes ont été largement utilisés dans les grandes études
marquantes en matiere de systématique fongique, telles que assemblage de l'arbre de vie
fongique (AFTOL)( James et al., 2016). Ainsi, il existe un grand nombre de séquences
d'’ARNr fongique dans GenBank pour l'identification des espéces par code-barres et I'analyse
phylogénétique (Huzefa et al., 2017).

I11.2. Méthodes utilisées dans la construction de I’arbre phylogénétique :

Comme le code-barres de I'ADN, la taxonomie de I'ADN est basée sur le principe de
I'utilisation de la variation génétique inhérente a des séquences de différents individus pour
identifier les taxons. Toutefois, la différence entre ces deux méthodes est que dans cette
derniére, une inconnu est identifié sur la base d'une hypothese phylogénétique (Tautz et al.,
2003), préconisant ainsi une perspective évolutive pour la reconnaissance des especes

fongiques et en utilisant une approche ayant une valeur prédictive (Geiser et al., 2004). La
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taxonomie de I'ADN pour un groupe particulier des champignons peut étre basée sur une ou
plusieurs régions de codage des protéines ou de 'ADNr et peut étre dérivés des méthodes
phylogénétiques utilisant n'importe quelle région génétique individuellement ou en
combinaison (Vogler et al., 2007). Alors que la taxonomie basée sur I'ADN en utilisant la
théorie phylogénétique ne permet pas toujours d'identifier I'espéce exacte d'un champignon, il
sera certainement utile en placant un des espéces inconnues au sein d'un clade ou d'un groupe
phylogénétique, donc en fournissant une identification d'espéce supposee. Un résumeé de
méthodes et logiciels utiles pour effectuer des analyses déduisant ou utilisant des arbres
phylogénétiques a été récemment publié par Schmitt et Barker (Schmitt et al., 2009) .
Lorsque les especes sont identifiées a l'aide de séquences qui partagent une ascendance
commune (séquences homologues), il peut étre possible de prévoir les attributs des espéces,
tels que I'ecologie. Taylor et al (1990) ont etabli le modele généalogique de la reconnaissance
des especes phylogénétiques de concordance (GCPSR) pour définir les limites des espéces
sexuelles en se basant sur concordance phylogénétique de multiples locus génétiques non lies
l'utilisation de génes communs (Taylor et al., 2003). Le concept de GCPSR est
I'identification des champignons, car elle a des pouvoir discriminatoire par rapport a d'autres
concepts d'especes, tels que les concepts d'especes morphologiques et d'espéeces biologiques
(Harrington et al., 1999). Bien que le GCPSR exige deux ou plusieurs locus génétiques pour
définir. Selon Geiser et al (2004), un seul marqueur génétique pourrait étre utilise pour
fournir une identification générale de l'espece. A le flux de travail d'identification des
champignons par le séquencage ITS-LSU. Une fois que les genes ribosomiques fournissent un
indice du groupe, tel que la famille ou le genre, les genes codant pour les protéines nucléaires
pourrait étre utilisé via la recherche BLAST et/ou la recherche phylogénétique pour fournir
une identification plus concluante au niveau de I'espéce. Pour assembler un arbre
phylogénétique, les approches traditionnelles telles que l'algorithme de jonction des voisins
(base sur la distance) et la parcimonie (basé sur l'affirmation que la meilleure hypothese
phylogénétique nécessite le plus petit nombre de pas d'évolution) ont été utilises
précédemment. Toutefois, ces deux types de mesures ont été remplacés par des méthodes plus
rapides basées sur des modeles, telles que la probabilité maximale et Inférence bayésienne.
Cela s'explique en grande partie par le fait que la distance et les méthodes basées sur la
parcimonie ne sont pas performantes avec les séquences qui évoluent a des rythmes différents
( Holder et al., 2003). Un résumé des forces et faiblesses des différentes reconstructions

d'arbres est fournie par Yang et Rannala ( Yang et al., 2012).
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I11.2.1. Probabilité maximale :

Le critere d'optimalité en matiere des méthodes de probabilité consiste a trouver larbre
phylogénétique avec méthodes probabilité et il est basé sur un modéle stochastique de
I'évolution de la séquence des nucléotides ou des acides aminés. Pour la théorie sur
l'estimation de la phylogénie basée sur le maximum de vraisemblance, l'utilisateur devrait
faire référence a Felsenstein (Felsenstein et al., 1981) , qui a été I'un des premiers qui utilise
cette approche pour l'estimation phylogénétique via la séquence d’ADN données (Huzefa et
al., 2017).

11.2.2.Inférence bayésienne :

L'inférence bayésienne, basée sur le théoréme bayésien, a été introduit a la phylogénétique
moléculaire au début de I'année 2000 en raison de la disponibilité des modéles de complexe
évolutionnaire (Huelsenbeck et al., 2001 ). L'inférence bayésienne de la phylogénétique est
similaire a celle de la probabilité maximale dans la mesure ou l'utilisateur postule un modele
de évolution et le logiciel recherche le meilleur arbre qui est compatible avec le modéle et les
donnees (c'est-a-dire le alignement). Toutefois, l'inférence bayésienne differe de l'inférence
maximale probabilité en ce sens que, tandis que ce dernier cherche l'arbre qui maximise la
probabilité des données de séquence données dans l'arbre, 1’inférence bayésienne cherche
I'arbre qui maximise la probabilité de I’étant donné les données et le modéle d'évolution de la
séquence. Alors que le La méthode bayésienne a un lien étroit avec le maximum probabilité, il
permet de mesurer plus rapidement le support de clade et se distingue du maximum de
vraisemblance en ce qu'il permet des modéles d'évolution des nucléotides ou des acides
aminés a étre mise en ceuvre ( Holder et al., 2003). La théorie de l'inference bayésienne

basée sur les estimations de la phylogénie ont été revues (Schmitt et al., 2009).

IV. Matériels et méthodes:

IV.1. Les isolats :

Les isolats inclus dans cette étude représentent 13 des especes les plus courantes décrites
dans Penicillium sous-genre Biverticillium. Plusieurs isolats ont été étudiées pour chaque

espece et comparées au type ou a des souches considérées comme typiques de l'espece.
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Certains isolats ont été obtenus a partir du CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures), IMI
(International Mycological Institute), MUCL (Mycotheque de I'Université Catholique de
Louvain-La-Neuve) et CMPG (Collection de Mycologie de Pharmacie de Grenoble) des
collections de culture et sont aujourd'hui conservé a la collection de culture du Muséum
National d'Histoire Naturelle (LCP) (Joélle et al., 2006).

IV.2. Conditions de culture :

Les cultures ont été cultivées a 25 °C pendant sept jours selon le régime standardisé décrit
par Pitt. Les trois supports standard, I'extrait de malt Agar (MEA), Czapek Yeast Extract Agar
(CYA) et les géloses au nitrate de glycérol (G25N), sont décrites dans annexes. Les cultures
ont également été cultivées a 5 °C et 37 °C pour le CYA. Etudes phénotypiques. Les
morphologies des colonies et les ont été examinées sur toutes les boites & sept jours, et les
caractéristiques morphologiques générales ont été observées au microscope de la MEA
(Joélle et al., 2006).

IV.3. Extractions d'ADN, amplifications PCR et séquencage

L'ADN génomique a été extrait du mycélium frais cultivé sur MEA (Extrait de malt 2%, Agar
2%) pendant deux jours en utilisant un CTAB (bromure d'hexadécyltriméthylammonium)
méthode de micropréparation. La PCR a été réalisée dans 50 pl réactions, en utilisant 25 ul
d’ADN modeles, 1,25 unités de Taqg ADN polymérase (Q-BIOgene, Illkirch, France), 5 pl de
10X Taq DNA Polymerase buffer, 5 ul de 50% de glycérol, 2 ul de 5 mM dNTPs
(Eurogentec, Seraing, Belgique), 2 ul de chaque 10 amorces uM et 50-100 ng d’ADN modele.
Le site I'ensemble d'amorces oligonucléotidiques ITS4 et ITS5 a été utilisé pour amplifier la
région ITS de I'ADNr. Les amplifications étaient realisée sur un modéle de thermocycleur
Perkin Elmer Cetus 2400 en utilisant les parameétres suivants : un pas de 4 min a 94 °C, suivie
de 30 cyclesde 15sa 94 °C,15sa 50 °C et 20 s a 72 °C, puis une derniére prolongation de 2
min a 72 °C. Le séquencage de I'ADN a été effectué sur les deux brins utilisant le cycle ABI
PRISM TM Dye Terminator Kit de réaction prét au séquencage (Applied Biosystems) avec
I'ensemble des amorces d'amplification et amorces internes ITS2 et ITS3 pour la région ITS .
Les essais de séquencage ont été analysé sur un séquenceur d'’ADN automatisé ABI PRISM
377. Les séquences de nucléotides ont été alignées a l'aide de l'algorithme Bio-Editer le
programme (Joélle et al., 2006).

IV.4. Restriction des digestions enzymatiques :

Cartes completes des restrictions des séquences ITS ont été définies a l'aide du programme

BioEdit pour les souches types des différentes espéces. Le site combinaison de cing enzymes,
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parmi les plus courantes, Ava I, Ava Il, Hae Ill, Hha | et Rsa | était nécessaire pour
différencier les especes étudiées. Aliquotes de 10 pl de les ADN amplifiés ont été digérés
avec deux unités d'Ava I, Ava Il, Hae Ill, Hha I (Qbiogene, lllkirch, France) et Rsa |
(Fermentas/Euromedex, Mundolsheim, France) en suivant les instructions du fabricant.
Toutes les enzymes a donné une digestion complete des ADN dans le tampon PCR, rendant
inutile de purifier 'ADN avant la digestion. Les fragments de restriction ont été sépares sur 2
gels d'agarose "petits fragments" (Eurogentec), colorés avec bromure d'éthidium (10 pg/ul) et
photographié¢ sous UV lumiere. Les marqueurs de taille moléculaire étaient le
"Superladderlow 20 bp ou 100 bp Ladder" (Eurogentec) (Joélle et al., 2006).

IV.5. Analyse des profils de restriction :

les profils de restriction ont été comparées sur la base du poids moléculaire des bandes
correlé a la présence ou a l'absence de sites de restriction. L’analyse de groupes de paires non
pondérées en utilisant des moyens arithmétiques (UPGMA) a été utilisé pour examiner
I'identification de l'isolat en référence a des souches de type ex de I'espéce Penicillium du

sous-genre Biverticillium (Joélle et al., 2006).

V.Résultats :

L'amplification PCR de la région ITS a permis de produit unique d'environ 620 pb pour tous
les isolats. Les exceptions sont les LCP 90.2602, LCP 00.4464, FRR 1868, CMPG 610 et
CMPG 244 qui ont produit un fragment de 1000 bp, y compris un intron dans I'I'TS1 (données
non présentées). Les fragments PCR de 60 isolats ont été digérés avec cing enzymes de
restriction : Ava |, Ava Il, Hae Ill, Hha | et Rsa I. Bandes de moins de 50 pb étaient difficiles
a visualiser sous les conditions d'électrophorese utilisées. La méthode de restriction a permis
d'identifier la plupart des especes étudiées Penicillium aculeatum, Penicillium erythromellis,
P. islandicum, P. minioluteum, P. piceum, P. purpurogenum, P. rubrum, P. rugulosum, P.
variabile et Penicillium verruculosum. Une étude intraspécifique de La variabilité a été
observée chez P. funiculosum et P. pinophilum. P. purpurogenum var. rubrisclerotium était

indiscernable du génotype prédominant observé pour P. funiculosum (Joélle et al., 2006).
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Les champignons filamenteux sont des microorganismes ubiquitaires dont le role
principal est le recyclage de la matiére organique. Leur diversité est trés importante (environ
1,5 millions d’espéces dans le monde entier). Certains d’entre eux peuvent étre utiles a
I’homme alors que d’autres s’avérent trés dangereux. En effet, ils peuvent étre utilisés pour la
production d’aliments et la synthése de médicaments. Cependant, la contamination par les
moisissures représente un réel probleme dans le secteur agroalimentaire, dans les industries
pharmaceutiques et cosmétologiques ainsi que dans le domaine de la santé publique. Un des
problemes majeurs dans le secteur agro-alimentaire est la contamination, souvent constatée a
la surface des instruments des industrie en formant un biofilm ,la surface des produits
destinés a l'alimentation, et en particulier des denrées stockées, entrainant des pertes
économiques importantes, cette contamination fongique provoque des modifications
physiques (aspect, golt, odeur) et des modifications chimiques (modification des qualités

nutritives)

Actuellement, les méthodes d’identification des champignons filamenteux utilisées en routine
sont essentiellement basées sur I’analyse des caractéristiques morphologiques macroscopiques
et microscopiques. Ces méthodes sont souvent longues et laborieuses, manguent de précision
et d’objectivité, et requiérent une bonne connaissance du domaine de la mycologie en raison
de la grande diversité des souches de champignons. Depuis plusieurs années, les techniques
de biologie moléculaire se sont considérablement développées en tant qu’outil

complémentaire d’identification des champignons

Depuis plus de 15 ans, ces methodes moléculaires ont pris une place prépondérante dans la
taxonomie des especes fongiques en général et des champignons filamenteux en particulier.
La démonstration de I’intérét des séquences des génes codant les ARN ribosomiques (pour les
¢tudes phylogénétiques a permis d’affiner la distinction des groupes taxonomiques et des
especes chez les champignons, Dans la plupart des cas, ces outils sont largement utilisés pour

déterminer I'identité correcte des moisissures au niveau du genre et de I'espece.
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Annexes

Extrait de malt
Peptone
Glucose

Agar

Eau distillée

Czapeck concentré
KH2Po

Extrait de levure
Sucrose

Agar

KH2PO

Czapek Concentré
Extrait de levure
Glycérol

Agar

Eau distillée

Annexes :

Milieu MEA (Malt Extract Agar)

209
19
209

59
1000 ml

Milieu CYA (Czapeckyeast Agar)

10 mi
419
59
3049
129

Milieu G25N
40.75 ¢
7.5 ml
3.7¢0
250 g
129
750 mi
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NS

18S SSU ITS1 5.8S ITS2 28S LSU

E l NS3

Sequence (5'-->3")

Sequence (5'-->3"
9 { ) LROR ACCCGCTGAACTTAAGC

NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC LR3  CCGTGTTTCAAGACGGG
NS2 GGCTGCTGGCACCAGACTTGC LR3R GTCTTGAAACACGGACC
NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC LR6  CGCCAGTTCTG CC
NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG PCR avec LROR et LR6 (B%P’l200pb)
PCR avec NS1 et NS4 (Box)("1200pb) Séquencage avec les 4 amorces : LROR, LR3,LR3R, LR6

Sequencage avec les 4 amorces : NS1, NS2, NS3, NS4 Evolué plus lentement que ITS, mais plus faible que

s EVOIUE lentement, donc utile pour les niveaux supérieurs SSU, donc utile pour les niveaux intermédiaire
(famille, ordre) (genre), constitue la plus grande Database dans INDS
avec la région ITS des champignons.

Annexel : les amorces utilisées pour ’amplification de la sous-unité SSU et LSU de
I’ARNrn (Huzefa et al., 2017).

ITSS ITS2 ITS4 LRA3
- —-—— - il
ITSAF ITSA ITs3 LROR
—_— — _—
185 85U ITS1 5.85 ITS2 285 LSU

- ITS1F {or ITS5 or IT51) - LR3
- Toute |a région ITS et les 2 premiers domains de LSU
~1100-1150 pb

- ITSAF fpuITSS ou T51) - ITS4
- toute |z région ITS  550-600 pb

SEQUENCEge (5'--»3)

ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGANGTAR

E; ;ﬁg}’*ﬁﬁ;"éﬁggﬁﬁsﬁc Evolué rapidement, donc utile pour les niveaux inférieurs
] = - -

Ts3 GCATOGATGAAGAACGCAGE (espéces), et le marquelur du code-bawvve de I'ADN pour

Ims4 TOCTCCGCTTATTGATATGE I'identification des especes.

ITS5 ARAMGTAAAAGTIGTAACALGRG

Annexe2 : les amorces utilisées pour I’amplification de la région ITS (Huzefa et al., 2017).
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