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1 
 

1- Introduction 

La salubrité des aliments est une préoccupation, de plus en plus, importante en santé publique. 

En réaction à un nombre croissant de crises et pour répondre aux inquiétudes des 

consommateurs, les gouvernements redoublent d’efforts pour améliorer la sécurité des 

aliments et par la suite prévenir ou réduire les maladies d’origine alimentaire (Soubra, 2008). 

Ces maladies sont causées par divers agents en particulier les microorganismes pathogènes. 

En plus des virus et des bactéries pathogènes, les champignons toxinogènes constituent un 

danger réel pour la santé de l'homme et de l'animal par la sécrétion de substances hautement 

toxiques au cours de leur prolifération sur ou dans les aliments d'origine végétale ou animale 

(Zinedine, 2004). Mise à part l’aspect bénéfique des moisissures, agents importants dans le 

secteur agroalimentaire et pharmaceutique,  certaines moisissures peuvent devenir nuisibles 

en altérant non seulement les qualités organoleptiques et nutritionnelles des denrées 

alimentaires mais, aussi leurs qualités sanitaires en synthétisant des métabolites toxiques 

connus sous le nom de « mycotoxines » (Puel, 2007). Ce sont des métabolites secondaires de 

composition chimique très variable et par conséquent, leurs propriétés physico-chimiques et 

toxicologiques sont extrêmement diverses (Zain, 2011). Selon l’Organisation des Nation 

Unies pour l’Alimentation et l’Agriculture, environ 25% des denrées alimentaires sont 

contaminées par les mycotoxines, entraînant des pertes économiques considérables. Ce 

problème est de plus en plus courant notamment en raison des changements climatiques 

importants (Saint Cyr, 2013). Ces changements facilitent la contamination et élargissent le 

terrain d’affection des denrées alimentaires par les mycotoxines. En effet, cette contamination 

peut avoir lieu au champ, à la récolte et lors du stockage.  

Malgré toutes les précautions prises pour prévenir la présence de la flore fongique et ses 

toxines via les aliments, les contaminations surviennent encore car il est impossible en 

matière de sécurité alimentaire de garantir un risque zéro surtout que les mycotoxines peuvent 

subsister dans l'environnement malgré la disparition des moisissures qui les ont produites 

(Ammrouche, 2013). La contamination par ces métabolites toxiques est un problème de 

sécurité alimentaire mondiale, qui a attiré l'attention des différents pays à travers le monde en 

raison des pertes significatives associées à son impact sur la santé humaine et animale, par 

conséquent, les implications  socio-économiques.  

La plupart de ces toxines sont thermostables à haute température et peuvent, par conséquent, 

contaminer les aliments transformés et entrer dans la chaîne alimentaire humaine a travers les 

produits dérivés (Sharma et al., 2015). 
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Parmi les denrées alimentaires contaminées par les moisissures toxinogènes ; les fruits. On 

estime que 25 à 30% des fruits récoltés sont décomposés par des agents pathogènes pendant la 

manutention après récolte, et ce, même dans les pays développés (FAO, 2018).  

Les fruits contiennent des niveaux élevés de sucres et éléments nutritifs et leurs faibles 

valeurs de pH les rendent, particulièrement, favorables pour les champignons filamenteux 

(Singh et Sharma, 2007). L’infection fongique des fruits peut survenir pendant la saison de 

croissance, récolte, manutention, transport et stockage après récolte pendant les conditions de 

commercialisation (Spadaro et al., 2013; Abass et al., 2014). Généralement, pendant la 

conservation des fruits certaines moisissures élaborent des mycotoxines, parmi lesquelles ; la 

Patuline, une mycotoxine produite par les genres Penicillium, Aspergillus et Byssochlamys. 

Elle est associée aux fruits à pépins entreposés en général, et spécifiquement aux pommes et 

produits à base de pommes (Saladino et al., 2016). 

En Algérie, il existe très peu de données sur la patuline, la contamination des produits à base 

de pommes par cette mycotoxine ainsi que sa réglementation. En outre, la plus grande 

attention dans ce domaine est,  constamment, dirigée vers les Aflatoxines et les Ochratoxines 

(Guezlane et al., 2016). A présent, il est primordial de se soucier de l’impact socio-

économique et sanitaire des mycotoxines en général et particulièrement la patuline en 

établissant des réglementations et des normes pour préserver la santé du consommateur en 

limitant les maladies d’origines alimentaires, dues la présence des mycotoxines dans les 

denrées alimentaires.           

De ce fait, l’objectif de cette thèse est l’évaluation de la contamination de quelques fruits 

produits dans l’Est algérien par la flore fongique mycotoxinogène ; d’un autre point mettre en 

évidence la pathogénicité des souches et leur pouvoir à produire la patuline  in vivo. Pour ce 

faire, la thèse comporte une synthèse bibliographique approfondie contenant des informations 

sur la description des mycètes en général et particulièrement les moisissures toxinogènes, les 

diverses mycotoxines produites par ces moisissures, pour enfin se focaliser sur la patuline et 

ses diverses caractéristiques et le champignon majeur producteur de cette mycotoxine en 

l’occurrence, le Penicillium expansum. Quant à la partie expérimentale, elle repose sur quatre 

grands volets : l’isolement et la sélection de souches fongiques mycotoxinogènes; la 

production de la patuline in vitro et in vivo ; l’évaluation de la contamination naturelle des 

pommes par la patuline qui constitue la traçabilité de la mycotoxine, considéré ici comme 

biomarqueur d’effet; enfin étude de la diffusion de la patuline dans les fruits de pommes in 

vivo. Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une discussion approfondie afin de comparer nos 
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résultats à ceux, déjà, développés par des travaux antérieurs. La thèse se termine par une 

conclusion qui ouvre des perspectives de recherche sur le thème étudié. 

 



    

 

 

     

Synthèse         

Bibliographique 



                                                                     Synthèse Bibliographique 

 

4 
 

2- Synthèse bibliographique 

2.1- Moisissures toxinogènes  

2.1.1- Généralités sur les moisissures  

Les moisissures sont des champignons filamenteux qui font partie du règne des Fungi, 

eucaryotes d’aspect microscopique (micromycètes), dépourvus de chlorophylle ce qui les 

condamne à une hétérotrophie totale (Bouchet et al., 2005). L’appareil végétatif des 

moisissures est un thalle composé de filaments (hyphes) ramifiés dont l’ensemble constitue le 

mycélium (Nguyen, 2007). En Général, les hyphes sont divisés par des cloisons, ou Septa 

contenant un seul noyau, on les appelle des hyphes segmentés ou septés. 

Chez d’autres classes, les hyphes sont dépourvus de cloisons et ont l’aspect d’une longue 

cellule continue à noyaux multiples ; ils sont donc appelés cénocytes (Figure 1) (Tortora et 

al., 2003). Les cloisons, appelées septa sont des perforations assurant la communication entre 

les cellules (Justa-Schuch et al., 2010). Les caractéristiques morphologiques de ces 

microorganismes sont liées à leur mode de nutrition  d’où  l’épuisement du substrat est réalisé 

par extension et ramification des hyphes (Chabasse et al., 2002). 

 

Figure 1  Structure d’un hyphe : (A) hyphe coenocytique ; (B) hyphe cloisonné (Prescott et al., 2007). 

La reproduction de ces microorganismes est assurée soit par voie sexuée (moisissures 

téléomorphe) ou une multiplication asexuée (moisissures anamorphe). Chez certains, les deux 

formes de reproduction peuvent coexister et ils sont appelés dans ce cas holomorphes 

(Nguyen, 2007). La reproduction sexuée peut se faire de plusieurs façons mais la voie asexuée 

la plus répondue est la production des spores. 
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Ces organes sont de petites cellules ovales ou sphériques qui ont la capacité à se développer. 

Elles sont très résistantes à la chaleur, les rayons UV, la dessiccation et présentent un 

potentiel de dissémination qui confère aux moisissures le caractère ubiquitaire (Ammrouche, 

2013).  Les moisissures sont omniprésentes, dans le sol, dans l’air, sur les vêtements, les 

plantes, et surtout sur les aliments. Ces derniers sont généralement des milieux très favorables 

à leur développement (DAO, 2005). Sur le plan biochimique, elles sont caractérisées par la 

présence d’une paroi constituée essentiellement de polysaccharides notamment la chitine, 

l’ergostérol constitue le principal stérol de leur membrane (Chabasse, 2002). 

Il existe divers groupes de champignons filamenteux : les zygomycètes, les ascomycètes et les 

deutéromycètes. Ces derniers regroupent les différents contaminants post-récolte (Aspergillus, 

Penicillium, Fusarium, Alternaria), qui sont des champignons imparfaits car seulement leur 

forme anamorphe (asexuée) est connue. On va pouvoir trouver dans ce groupe de nombreux 

contaminants des matières premières alimentaires telles que les céréales, le café ou les fruits 

(Samson et al., 1996). 

Bien que  les moisissures soient relativement peu exigeantes, un certain nombre de facteurs 

nutritifs et environnementaux doivent être réunis afin qu'elles puissent assurer leur 

développement. Parmi les éléments nutritifs, les plus importants sont le carbone et l'azote 

utilisés sous forme de composés organiques ainsi que des ions minéraux tels que le potassium, 

magnésium et phosphore sous forme de traces. Les facteurs environnementaux comme la 

température, le pH et la lumière influencent fortement aussi la croissance des moisissures. 

Néanmoins, la disponibilité en eau reste le facteur le plus essentiel. En effet, en dessous d'une 

Aw de 0,65 aucune moisissure ne peut se développer (Brock et al., 1994; Dix et Webster, 

1995). 

2.1.2- Moisissures et mycotoxines 

Jusqu’à récemment, les moisissures étaient généralement considérées comme une simple 

détérioration inesthétique des aliments, à l’exception de Claviceps purpurea relié à une 

maladie de l’homme depuis 200 ans. C’est réellement à partir de 1960, qu’on a pris 

conscience que les moisissures pouvaient élaborer des toxines signifiantes (Chapeland-

Leclerc et al., 2005). 

Les moisissures productrices de mycotoxines appartiennent essentiellement aux genres 

Aspergillus, Penicillium,  Fusarium, Claviceps et d’Alternaria (Tableau 1). Ces moisissures et 
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leurs mycotoxines secrétées sont susceptibles de contaminer l'aliment, du champ jusqu'à 

l'assiette des consommateurs (El khoury, 2007).  

Sur 11.000 espèces, plus d’une centaine sont potentiellement productrices de mycotoxines et 

plus d’une cinquantaine sont capables d’infecter les humains.  

Tableau 1  Mycotoxines et les genres de moisissures responsables de leur production 

 

2.2- Mycotoxines 

2.2.1- Historique, définition et généralités 

Longtemps confiné aux pathologies provoquées par l’ergot de seigle et par des champignons 

macroscopiques, le problème des mycotoxines n’a pris une importance considérable que dans 

les années 1960. En effet, dans cette année, une crise vétérinaire inhabituelle en Angleterre est 

apparue et dans laquelle prés de 100 000 dindons ont été décimé d'une nécrose hépatique 

sévère et d´une hyperplasie biliaire (Yiannikouris et Jouany, 2002; Bennett et Klich, 2003). 

La cause de cette maladie a été attribuée à l'aflatoxine, une mycotoxine produite par le 

champignon  Aspergillus flavus ayant foisonné sur les arachides contenus dans la nourriture 

de ces volailles (Medeiros et al., 2012).  

Le terme « mycotoxine »  vient de la combinaison entre le mot grec « mycos » qui signifie 

Champignon, et le latin "toxicum" qui veut dire poison (Jouany et al., 2009 ; Rai et al., 2012). 

Il désigne les substances chimiques toxiques produites par certaines moisissures se 

développant sur certaines denrées alimentaires (Quillien, 2002). Ce sont des métabolites 

secondaires bioactifs produits sous des conditions environnementales particulières par la 

                     Champignons                         Mycotoxines 

                     Aspergillus                               Aflatoxine 
                         Stérigmatocytine 

                         Ochratoxine A 

                     Penicillium                         Patuline, Citrinine, 

                       Pénitrem A, Acide 

               cyclopiazonique, ochratoxine A 

                    Fusarium        Trichothécènes (DON, NIV,Toxine T-2, DAS) 

              Zéaralénone, Fumonisines, 

            Fusarine, Moniliformine 

                   Alternaria             Alternariol, Acide Ténuazonique 
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structure mycélienne de certains champignons filamenteux microscopiques (Ritieni, 2003; 

Negedu et al., 2011). 

 Ces métabolites sont qualifiés de secondaires car ils sont normalement synthétisés par le 

champignon à la fin de sa phase exponentielle de croissance et ne possèdent, à ce titre-là, 

aucun rôle physiologique distinct (Whitlow, 2005; Paterson, 2006; Puel, 2007), Mais ces 

molécules pourraient constituer un système de défense "force défensive chimique"  pour les 

champignons producteurs contre les autres organismes compétitifs présents dans 

l’environnement de la moisissure, y compris, de manière non exhaustive, les nématodes, les 

protozoaires, les insectes antagonistes ou d’autres champignons. Un second rôle a été conféré 

aux mycotoxines, en tant que facteurs de virulence ou de pathogénicité, qui agissent en 

désactivant les réactions de défense de l'hôte (Snini, 2014). 

 Sur le plan chimique,  il s’agit de composés peu volatils, généralement de faible poids 

moléculaire (<1000 Daltons), peu solubles dans l'eau et chimiquement très stables (Reboux, 

2006). Elles résistent à l'acidité et aux hautes températures, de ce fait, les procédés 

d’élimination des micro-organismes (chauffage, stérilisation ...) sont inefficaces sur 

l’élimination de la plupart des mycotoxines (Dragacci et al., 2005). Par ailleurs, ce groupe se 

compose d’un ensemble très hétérogène de substances chimiques caractérisées par une grande 

diversité de structure allant de molécules simples (C4) à des composés hautement polymérisés 

formés de 6 à 8 chaînes carbonées (Pitt, 2000; Mollea et Bosco, 2012).  

De ce fait, les mycotoxines constituent, un groupe très hétérogène en raison de leurs diverses 

structures chimiques, origines biosynthétiques, de leurs différents effets biologiques et leur 

production par un grand nombre d´espèces fongiques différentes (Bennett et Klich, 2003). 

Actuellement, plus de 500 mycotoxines différentes ont été découvertes, et ce nombre ne cesse 

d'accroître (Medeiros et al., 2012). 

La synthèse des mycotoxines peut avoir lieu avant, pendant ou après la récolte, durant 

l’entreposage, le transport ou la transformation du produit (FAO, 1997 ; PFOHL- 

LESZKOWICZ, 1999). 

De ce fait, on peut distinguer deux principales catégories de moisissures mycotoxinogènes : 

 Les champignons de champs qui contaminent les produits agricoles avant ou pendant la 

récolte, on trouve ces espèces dans principalement le genre Fusarium et Alternaria 
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 Les champignons de stockage qui tendent à contaminer les denrées alimentaires 

pendant leur stockage. Les principaux genres inclus dans cette catégorie sont : 

Aspergillus et Penicillium (Atoui, 2006). 

2.2.2- Principales mycotoxines 

Les mycotoxines couvrent une classe très vaste de familles chimiques, qui diffèrent les unes 

des autres par leur origine, nature chimique, voie de biosynthèse et propriétés toxiques. Il y 

aurait, selon les auteurs des centaines de mycotoxines répertoriées. Seule une vingtaine parmi 

ces molécules sont étudiées, alors, que beaucoup restent inconnues (Bryden, 2016). Les 

mycotoxines les plus importantes et les plus étudiées sont les aflatoxines produites par le 

genre Aspergillus, l’ochratoxine A produite par certaines espèces d’Aspergillus et Penicillium,  

les fumonisines, les trichothécènes, la zéaralénone, produites par les espèces du genre 

Fusarium et la patuline produite par plusieurs espèces d’Aspergillius, Penicillium et 

Paecilomyces  (Tableau 2) (Marin et al., 2013). 

Tableau 2 Principales mycotoxines et moisissures productrices sur diverses matrices alimentaires. 

 

             Mycotoxines Principales moisissures  

productrices 

       Denrées alimentaires 

Aflatoxines B1, B2, G1, G2 Aspergillus flavus,  

A. parasiticus et A. nomius 

Céréales (maïs, blé, riz, orge, 

seigle, avoine) (soja), les fruits 

secs (noix, cacahuètes, 
pistaches, arachides), certaines 

épices+Lait (Tabuc, 2007 ; 

Lamrani, 2009). 

 
 
Ochratoxine A 

 
Penicillium verrucosum, 

Aspergillus ochraceus, 

et Aspergillus carbonarius 

Grains de café, de cacao, des 
céréales (blé, maïs, seigle, orge, 

avoine...), cacahuètes, des  

épices et des fruits secs, dans la 
bière, le vin et les jus de raisin 

(Frisvad et al., 2004; Iamanaka 

et al., 2005). 

 
 
Fumonisines B1, B2, B3 

 
Fusarium verticillioides,  

F. proliferatum et F.nygamai 

Le maïs et les produits à base de 
maïs(les biscuits, pain, céréales 

de petit déjeuner et pates, le riz, 

le sorgho et aliments à base de 
céréales déstinés aux enfants 

(Tabuc, 2007 ; Tozlovanu, 

2008). 
Trichothécènes (DON) Fusarium graminearum, F. 

culmorum 

F. crookwellense, F. 

sporotrichioides 
F. poae, F. tricinctum, F. 

acuminatum 

 
         Céréales (maïs et blé) 
    (Boenisch et Schafer, 2011). 
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Zéaralènone (toxine F-2) Fusarium graminearum, F. 

culmorum, F. ceealis, F. 

incarnatum 

F. crookwellense 

Les céréales particulièrement le 

maïs mais aussi le soja, le blé, 

l’orge, le sorgho et l’avoine 
(Zineddine 2004 ; Snini, 2014). 

    

 

       Citrinine 

 

 

Aspergillus terreus, A. carneus, 

A. niveus 
Penicillium verrucosum, P. 

citrinum, P. expansum et 

Monascus ruber 

Les céréales (le riz, le maïs, 

l’orge, blé, seigle et avoine en 

cours de stockage), les noix, les 

arachides, les graines de 
tournesol, les fruits secs, la 

tomate, les pommes et le jus de 

pomme, produits secs de 
salaisonnerie et les fromages 

(AFSSA, 2006 ; Tozlovanu, 

2008). 

     Patuline Penicillium expansum, 
Aspergillius clavatus et 

Bysochlamys nivea 

Pommes et produits à base de 
pommes, fruits à pepins 

(raisins, myrtilles, abricots, 

péches) (Riteni et al., 2010). 

 

2.2.3- Structure des mycotoxines 

Les mycotoxines sont des composés de structure très diverse ; polycyclique ou aliphatique, 

aromatique ou non. Elles sont acides ou basiques, neutres, en général peu hydrosolubles 

(Barkai Golan et Paster, 2008). La variabilité des voies de synthèse et des espèces 

productrices fait qu’il existe une panoplie de molécules, de structure relativement différentes 

les unes des autres.  

En général, les mycotoxines sont des molécules de faible poids moléculaire : allant de 154 Da 

pour la patuline qui est l’une des plus petites molécules, à 466 Da pour la toxine T2, qui est 

l'une des plus grosses molécules. Les mycotoxines sont, pour la majorité, des composés 

hétérocycliques insaturés. L’existence de doubles liaisons C=C joue souvent un rôle dans la 

toxicité et les propriétés cancérigènes des mycotoxines (Tabuc, 2007). 

2.2.4- Toxicité des mycotoxines 

Lorsque des mycotoxines sont ingérées, ou parfois inhalées, divers effets toxiques peuvent 

être causés en fonction de la toxine (combinaison), de la dose, de la durée d'exposition et de la 

personne elle-même. Ils peuvent provoquer une toxicité dans différents organes et avoir 

divers mécanismes d'action moléculaires (Tableau3). Il résulte de cette exposition une toxicité 

aiguë ou chronique. Bien que, l'exposition chronique aux mycotoxines est considérée comme 

le principal souci pour la santé humaine et animale (par exemple, toxicité rénale, induction du 

 cancer, suppression immunitaire), les incidents de mycotoxines les plus marqués étaient dus à 

des effets aigus profonds (ergotisme humain, maladie de la Turquie X, stachybotryotoxicose) 

(Bennet et Klich, 2003; Cano et al., 2016). 
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Tableau 3  Effets identifiés ou suspectés des principales mycotoxines et mécanismes d’action 

cellulaires et moléculaires identifiés expérimentalement sur l’homme et l’animal (AFSSA, 

2006). 

Toxine Effets Mécanismes d’action 

cellulaires 

et moléculaires 

 

Aflatoxine B1 + M1 

 

 

-Hépatotoxicité 

-Génotoxicité 

-Cancérogénicité 

-Immunomodulation 

-Formation d’adduit à l’ADN 

-Peroxydation lipidique 

-Bioactivation par cytochromes 
P450 

-Conjugaison aux GS-

transférases 

  

Ochratoxine A 

 

-Néphrotoxicité 

-Génotoxicité 

-Immunomodulation 

-Impact sur la synthèse des 

protéines. 

-Inhibition de la production 
d’ATP 

-Détoxification par les 

peptidases 

  

Patuline 

 

-Neurotoxicité 

-Mutagenèse in vitro 

 

-Inhibition indirecte d’enzymes 

 

Trichothécènes 

(Toxine T-2, 

DON, …) 

 

-Hématotoxicité 

-Immunomodulation 

-Toxicité cutanée 

-Induction de l’apoptose sur 

progéniteur 

hématopoïétique et cellules 
immunitaires 

-Impact sur la synthèse des 

protéines 

-Altération des 

immunoglobulines 

 

Zéaralènone 

 

-Fertilité et Reproduction 

-Liaison aux récepteurs 
oestrogéniques 

-Bioactivation par des 

réductases 

-Conjugaison aux 

glucuronyltransférases 

 

Fumonisine B1 

 

-Lésion du système nerveux 
central 

-Hépatotoxicité 

-Génotoxicité 

-Immunomodulation 

 

-Inhibition de la synthèse de 
céramide 

-Altération du rapport 

sphinganine/sphingosine 

-Altération du cycle cellulaire 

 

2.2.5- Biogénèse des mycotoxines  

Les mycotoxines sont des molécules issues du métabolisme secondaire des moisissures, qui 

ne jouent pas de rôle évident dans le métabolisme du microorganisme (Adams, 2002). Elles 

sont synthétisées pendant la phase stationnaire après les stades de multiplication et de 
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croissance de la moisissure, à partir des précurseurs issus du métabolisme primaire, tels que 

l’Acétyl-CoA, les acides aminés, les phénols ou les composés terpéniques (Steyn, 1998).  

L’hétérogénéité structurelle des mycotoxines résulte de la diversité des réactions chimiques 

(cyclisation, aromatisation, glycosylation, hydroxylation et époxidation) impliquées dans leur  

biosynthèse (Boettger et Hertweck, 2013). Les voies de biosynthèse sont longues et 

complexes et les réactions sont catalysées par des enzymes de spécificité différente de celle 

du métabolisme primaire (Steyn, 1980). De ce fait, les mycotoxines ont trois origines  

biosynthétiques : la voie des polyacétates, celle des terpènes et celle des acides aminés 

(Tabuc, 2007) (Figure2).  

   

 

             

         Figure 2  Les trois voies de biosynthèse des mycotoxines (Tabuc, 2007). 

2.2.6- Mycotoxinogénèse 

La synthèse des mycotoxines est un phénomène de grande complexité qui dépend d’une 

combinaison de facteurs physicochimiques et biologiques qui favorisent la colonisation des 

denrées et par la suite la production de mycotoxines (Ammrouche, 2013). Cette contamination 

peut survenir à tous les stades de la chaine alimentaire, depuis le champ jusqu’au stockage et 

transformation des aliments (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Ainsi, une même denrée peut être 

sujette à de multiples contaminations. De plus, une moisissure toxinogène peut produire 

plusieurs mycotoxines simultanément, et des mycotoxines identiques peuvent être produites 

par des champignons de genres et d’espèces différentes (Nguyen, 2007). 
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Cependant, la présence de moisissures toxinogènes sur une denrée ne signifie pas 

obligatoirement la présence de mycotoxines, car leur production  par le champignon n’aura 

lieu sauf si les conditions environnementales favorables à cette contamination sont réunies 

(Le Bars, 2002). Ainsi, la production, le type et la quantité de mycotoxines sont une 

conséquence combinée des caractéristiques génétiques de la souche et des facteurs 

environnementaux (Olsen et al., 2003; Blumenthal, 2004). 

2.2.6.1- Facteurs extrinsèques de la mycotoxinogénèse 

Les facteurs environnementaux ou extrinsèques influençant la production de mycotoxines 

sont d’origine physique (température et humidité) ou chimique (Oxygénation et pH du 

milieu), ou biologique (interaction entre microorganismes). Cependant, ces facteurs agissent 

rarement d’une façon indépendante et leurs interactions sont habituellement plus importantes 

que l’effet d’un facteur simple (Lacey, 1986). 

 Activité de l’eau (Aw) 

Il s’agit d’un paramètre dont l’influence est déterminante sur la toxinogénèse. En général, 

l’Aw nécessaire à la production de mycotoxines est supérieure à celle favorisant la croissance 

fongique.  Par exemple, Penicillium expansum possède un optimum de croissance lorsque 

l’Aw est entre 0.82-0.83 ; par contre la production de PAT n’aura lieu que lorsque l’Aw est de 

0.95 (Pitt et Hocking, 2009).  

En effet, les champignons de champs exigent essentiellement une haute teneur en humidité 

dans le substrat (22-25 %) comparant aux champignons de stockage (13-18 %) (Samson et 

al.,2004). 

 De ce fait, Chaque espèce ou isolat possède son niveau optimal d'humidité (ou activité de 

l'eau, Aw) pour l’élaboration de mycotoxine. 

 Température 

La température joue un rôle prépondérant dans la croissance et la physiologie de la 

moisissure, voir l’élaboration des mycotoxines par la suite. La température favorisant une 

toxinogénèse optimale est en général voisine de la température optimale de croissance, pour la 

plupart des mycotoxines ; tout en demeurant légèrement inférieure (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 

La température optimale pour la production de Fumonisine B1 dans le maïs est 30°C pour 

F.moniliforme et 15°C pour F. proliferatum. Ainsi, P.expansum peut croitre à de très basses 

température (-6°C) avec un optimum de 25°C mais la production de PAT n’est produite que 

dans la gamme 0-25°C (Pitt et Hocking, 2009).   
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De plus, une même espèce fongique peut secréter différentes mycotoxines selon la 

température. C’est le cas d’A.ochraceus qui produira principalement de l’OTA à des 

températures situées entre 25 et 30°C, alors qu’à 15-20°C il produira plutôt de l’acide 

pénicillique (Lamrani, 2009).  

 Acidité du milieu (pH) 

Le pH peut jouer un rôle critique sur la production des mycotoxines. Mais comme pour 

l’activité de l’eau (Aw), les valeurs de pH favorisant la toxinogénèse sont plus réduites que 

celle permettant la croissance fongique (Atoui, 2006). 

 Présence d’oxygène 

La grande majorité des moisissures sont aérobies et généralement, l’élaboration des 

mycotoxines est plus sensible à la fluctuation de la composition de l’air que la croissance 

fongique.  La réduction de la pression partielle en oxygène (jusqu'à moins de 1%) et surtout 

l’augmentation de la teneur en CO2 ont un effet inhibiteur important sur la toxinogénèse 

(Cairns-Fuller et al., 2005; Nguyen, 2007). La production de patuline dans une atmosphère 

modifiée de 3% CO2 et 2% O2 est pratiquement inhibée même a un optimum de 25°C. Par 

contre, la production de PAT a eu lieu dans des atmosphères de 2% CO2 et une teneur en O2 

de 10 à 20% (Pitt et Hocking, 2009). 

 Composition de substrat 

Les moisissures sont des organismes hétérotrophes, se développant exclusivement sur des 

substrats organiques contenus dans les produits alimentaires de base. Les glucides constituent 

la source de carbone la plus exploitée par les moisissures, et leur présence avec les acides 

aminés stimule la croissance fongique (Zinedine, 2007).  

Par ailleurs, la composition chimique et la présence de certaines molécules dans le substrat 

peuvent aussi influencer la production de mycotoxines. Ainsi, l'acide phytique diminue la 

synthèse d'Aflatoxine alors que la proline stimule sa production par A.parasiticus et A. flavus. 

Un autre exemple, est celui de Penicillium roqueforti, qui est incapable de produire une toxine 

sur le fromage de Roquefort, alors qu’in vitro il est en mesure de secréter un métabolite très 

toxique ; la requefortine C. Ces différences dans l’expression du pouvoir mycotoxinogène 

peuvent être observées au sein des souches d'une même espèce. Cela et dû, du fait qu’elles ne 

disposent pas toutes du système enzymatique requis pour la production des mycotoxines 

(Nicholson et al., 2003).   
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 Interaction entre microorganismes 

La présence synchrone de plusieurs microorganismes, que se soit bactéries ou d’autres 

moisissures (en concurrence) dans le même milieu, agit sur la croissance et l’élaboration des 

mycotoxines en modifiant le métabolisme de l’organisme producteur, en sécrétant des 

molécules inhibitrices ou en changeant les conditions environnementales les rendant 

défavorables pour la production de mycotoxine (Lacey, 1986; Atoui, 2006). Ainsi, la 

production d’aflatoxine B1 par Aspergillus flavus est moins importante, lorsqu’il est dans le 

même milieu de culture avec A. parasiticus, et ce, même si la souche A. parasiticus est non 

toxinogène (Pfohl-Leszkowicz, 2001). La présence de F. moniliforme dans les épis de maïs, 

les protège d'une contamination par A. flavus et réduit le taux d'AF produit (Nguyen, 2007). 

 De même, la quantité de trichothécènes et de zéaralénone produite par F. culmorum sur des 

grains de maïs stérilisés par la chaleur ou une irradiation, est supérieure à celle présente dans 

des grains non-stérilisés (O’Neill et al., 1996). Cette différence est due au fait que dans le 

premier cas le substrat est exempt de micro-organismes alors que la flore spontanée est 

présente dans le second cas. 

D’autres facteurs d’ordre biologique s’avèrent aussi très importants, il s’agit des insectes et 

des acariens qui sont considérés comme des vecteurs de spores de moisissures, qu’ils les font 

pénétrer à l’intérieur du grain par le biais des lésions qu’ils occasionnent (Lamrani, 2009). 

2.2.6.2- Facteurs intrinsèques de la mycotoxinogénèse  

L’existence d’une souche toxinogène au sein d’une espèce donnée ne signifie pas que toutes 

les souches appartenant à cette espèce sont capables de produire des mycotoxines (Zinedine, 

2007).  De plus, on trouve au sein d’une espèce réputée toxinogène, certaines souches qui sont 

extrêmement productrices de mycotoxines alors que d’autres le sont, mais à des niveaux 

mineurs. Le Bars (1988) a utilisé des souches d'une même espèce dont certaines produisaient 

1000 mg/kg de toxines alors que d’autres n'en produisaient pas à des niveaux détectables. 

Toutes les souches d’Aspergillus parasiticus élaborent les aflatoxines, en revanche, chez 

Aspergillus flavus la production est variable (Redouane, 2016). La toxinogénèse d’une 

moisissure peut dépendre des espèces productrices qui se différent dans leur caractère 

morphologique, génétique et dans leur niche écologique (Cast, 2003). 
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Tableau 4 Principaux facteurs influençant la production des mycotoxines à différentes étapes de la     

chaîne alimentaire. 

 

      Facteurs      Au champ      A la récolte Pendant le stockage 

        Physique 

 

- Humidité                                               

- Température 

-Humidité relative            

-Ré humidification  

-Rapidité de séchage  

- damage mécanique  

- mélange de grains  

- temps 

 

       + 

       - 

       - 

       + 

       + 

       + 

       - 

       + 

 

             + 

             + 

             + 

             + 

             + 

             + 

             + 

             + 

 

              + 

              + 

              + 

              + 

              + 

              + 

              + 

              + 

       Chimique 

- O2 

- CO2  

- nature du substrat  

- nutrition minérale  

- traitement chimique 

 

       - 

       - 

       + 

       + 

       - 

 

             - 

             - 

             - 

             - 

             - 

 

              + 

              + 

              + 

              + 

              + 

      Biologique 

 

- stress de plante  

- vecteurs invertébrés  

- infection fongique  

- différences entre les 

variétés des plantes  

- différences entre les 

souches fongiques  

- charge en spores  

- système microbiologique 

 

       + 

       + 

       + 

       + 

       + 

       + 

       + 

       + 

       + 

 

            - 

            - 

            - 

            - 

            - 

            - 

            - 

            + 

            - 

 

             + 

             + 

             + 

             + 

             + 

             + 

             + 

             + 

             + 

(+) : effet  

(-) : pas d’effet 

2.2.7- Moisissures et mycotoxines dans la chaine alimentaire 

Possédant un arsenal enzymatique puissant et varié, leur capacité d’adaptation peu exigeante 

aux facteurs physicochimiques font des moisissures d’excellents contaminants de produits 

alimentaires. Leur croissance strictement apicale et la ramification subapicale des hyphes,  

permettent l’avancement continuel sur et dans le substrat vers des régions nutritives neuves, 

occupant grâce aux hyphes mycéliens latérales toute la surface comestible (Guezlane-Tebibel 

et al., 2016). 
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Le développement de ces microorganismes sur les aliments modifie l’aspect des produits 

alimentaires et peut leur donner des odeurs de moisi. Les métabolites élaborés par les 

moisissures lors de leur croissance sur l’aliment sont aussi des éléments majeurs dans 

l’altération des denrées alimentaires. Des changements dans la qualité organoleptique 

(modification de goût de la denrée par exemple) mais aussi de sérieux problèmes sanitaires 

surgissent, c’est le risque d'intoxication due à la présence de mycotoxines. Il y a donc une 

réduction quantitative et qualitative de la valeur alimentaire de la denrée et une baisse du 

rendement des récoltes (Atoui, 2006).  

L’introduction des mycotoxines dans la chaine alimentaire de l’homme s’effectue  soit par des 

denrées consommées directement (arachide, pistache) ou indirectement par des produits 

dérivés à partir desquels sont élaborés des produits finis (par ex. produits issus de la 

panification, jus de fruits) (Figure 3). Comme elles sont peu métabolisées par les organismes 

vivants, les mycotoxines peuvent également se transmettre par des produits d’origine animale 

(lait et produits laitiers, abats, charcuterie…) si l’animal a consommé une alimentation elle-

même contaminée par des mycotoxines (Dragacci et al., 2005). Les procédés de conservation 

(pasteurisation, stérilisation, lyophilisation, séchage, salage, congélation, etc.) peuvent agir 

sur les moisissures mais ne détruisent pas ou très peu la plupart des mycotoxines.  

2.2.8-  Evaluation du risque de contamination et réglementation des mycotoxines 

Les mycotoxines sont le résultat d’un phénomène naturel, le métabolisme secondaire 

fongique. Et comme la présence des moisissures dans les récoltes est un fait incontournable, il 

est donc parfois impossible d’éviter la production des mycotoxines, qui est parfois 

imprévisible, ce qui rend impossible d’éliminer toute trace de ces molécules des produits 

alimentaires (Redouane, 2016). 
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                                                                                               Alimentation humaine   

  Figure 3  Transfert des mycotoxines tout au long de la chaine alimentaire (Guezlane, 2016). 

 

Il est difficile d’évaluer le risque de contamination mycotoxique car ce risque est un 

phénomène d’origine naturelle, difficilement contrôlable (contamination fongique liée aux 

conditions environnementales), et il peut être multiple par le fait qu’une moisissure peut 

produire plusieurs mycotoxines simultanément (Jard, 2009).  

De plus, la contamination mycotoxique peut avoir lieu avant ou après récolte et pendant le 

stockage des aliments et ainsi toute la chaine alimentaire sera affectée ce qui rendra la gestion 

du risque difficile. Selon l’AFSSA, l’évaluation du risque est l’évaluation de la possibilité 

Contamination fongique 

Contamination        

indirecte 

Végétal 

Animaux (élevage)                   Produits (origine animale) 

Contamination 

directe 
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qu’un effet indésirable sur la santé survienne suite à l’absorption d’une denrée alimentaire 

présentant un danger, dans une population donnée, après exposition au danger. Pour 

caractériser ce dernier, une Dose Journalière Tolérée (DJT) est fixée grâce aux études 

toxicologiques. Pour qu’il n’y ait pas de risque pour la santé, il faut que la quantité à laquelle 

un individu est exposé par jour (l’exposition) soit inférieure à la DJT (AFSSA, 2009). 

Par ailleurs, la prise de conscience du risque sanitaire associé à la présence de mycotoxines 

dans les aliments se généralise et les mycotoxines sont systématiquement recherchées de plus 

en plus et font l'objet d'une norme. Les premiers règlements visant à limiter la présence de 

mycotoxines dans les denrées alimentaires ont été élaborés en 1960, après la découverte de 

l’AFB1.  Actuellement, environ 100 pays (couvrant environ 85% des habitants du monde) ont 

des réglementations concernant les mycotoxines (Figure 4) (Van Egmond et al., 2007).  

En Algérie actuellement, à notre connaissance, on ne possède pas encore de normes ou des 

limites réglementaires, fixant les teneurs réglementaires des mycotoxines dans l’alimentation 

humaine et animale. En effet, la règlementation fixe pour les principales mycotoxines, les 

concentrations maximales admises en alimentation humaine et animales (Tableau 5).  Ces 

maxima admissibles sont très différents d'un pays à l'autre, par exemple, en alimentation 

humaine les teneurs admissibles d'aflatoxine B1 sont généralement de 2 μg/kg (2 ppb). 

Cependant, la Suisse et l'Autriche ont des tolérances plus faibles, 1 μg/kg, alors que la 

République de Chine a les tolérances les plus fortes avec 50 μg/kg (Guezlane et al., 2016). 
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Figure 4  Représentation des pays ayant une réglementation des mycotoxines dans l’alimentation 

humaine et animale (en jaune), pays ou on ne sait pas si la réglementation existe (en vert) et 

pays qui n’ont aucune réglementation spécifique (en rouge) (Organisation pour l'alimentation 

et l'agriculture 1997 in Richard et al., 2003). 

Tableau 5  Réglementations des teneurs maximales des principales mycotoxines dans l’alimentation 

humaine dans les pays de l’union européenne  

          Mycotoxines                            Denrée Teneurs maximales    

admissibles (µg/kg) 

      

 

 

 

   Aflatoxine B1 

Arachides, Fruits à coques et séchés, et produits 

dérivés 

Arachides soumises à un traitement physique       

avant consommation ou ingrédients  

Fruits à coque et séché soumises à un traitement 

physique avant consommation ou ingrédients 

Céréales et dérivées, consommation directe   ou 

ingrédients 

Céréales soumises à un traitement  physique avant 

consommation ou ingrédients 

 

Epices (poivre, piment, paprika, noix de muscade, 

gingembre, safran) 

 

               2 

 
   8 

 
 
 
 

    5 

 
 

    2 

 
 
    2 

   

Aflatoxine M1  Lait               0.05 

 5 
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2.3- Patuline : principale mycotoxine des fruits  

2.3.1- Aperçu historique 

La patuline possède une longue histoire, elle a été découverte dans l’enthousiasme général 

lors de la recherche de nouvelles molécules fongiques à effet antibiotique. Sa présence a été 

détectée pour la première fois dans des filtrats de culture d'Aspergillus clavatus par Waksman 

et Horning (1943) et elle a été isolée pour la première fois chez Penicillium griseofulvum et 

Penicillium expansum en 1943 par Birkinshaw et al (Snini, 2014). Après sa découverte, la 

patuline a été identifiée par la suite comme étant un antibiotique ayant un effet antibactérien 

contre plus de 75 bactéries à Gram+ et à Gram-, ce qui conduit à son introduction en 

médecine thérapeutique vétérinaire et humaine (Moake et al., 2005). Cependant, en 1959, 

suite à une épidémie du bétail due à une intoxication alimentaire causée par la patuline, les 

différentes recherches concernant cette molécule en tant qu’antibiotique potentiel furent 

abandonnées. De ce fait, la patuline a été reclassée définitivement dans le groupe de composés 

connu sous le nom de « mycotoxines » (Özdemir et al., 2009).    

Suite à sa co-découverte par plusieurs groupes de chercheurs, la patuline a porté plusieurs 

appellations au fil du temps suivant l’espèce productrice telles que : clavacine, expansine, 

claviformine, mycocine C et gigantine. Cependant, à ce jour seul le nom « patuline » a 

perduré (Tannous, 2015). 

  

 

 

 

Ochratoxine A 

Céréales (dont le riz et sarrasin) et produits 

dérivés, grains bruts  

Vin (rouge, blanc et rosé) et autres boissons à base 

de vin et ou de mout de raisin 

Raisins secs                                                              

    5 

 
       
     2 

 
 

 

 

 

   Patuline 

Jus de fruits (pommes) et nectar de fruits 

Spiritueux, cidres et boissons fermentées 

Produits à base de morceaux de pommes (compote 

et purée) 

Jus de pommes et produits à base de morceaux de 

pommes (purée et compote) pour nourrissons et 

enfants en bas âge 

 

                 50 

     50 

 

 25 
 

 

 
    10 

 10   
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2.3.2- Propriétés physico-chimiques 

La patuline est un contaminant chimique hautement toxique. Son nom chimique suivant la 

nomenclature de l'Union internationale de la chimie pure et appliquée (UICPA) est  4-

hydroxy-4H-furo [3,2c] pyran-2(6H) one  (Khorrami et Taherkhani, 2011). C’est une lactone 

insaturée de petite taille (Figure 5), son poids moléculaire est 154,12g/mol et de formule 

empirique C7H6O4 (Singh, 1967).  La patuline forme des cristaux incolores à section 

losangique ou prismatique et présente un point de fusion de 111°C (Trucksess et Tang, 1999; 

Ionescu et al., 2010). Son maximum d’absorbance se situe à 275nm (λ max) avec un 

coefficient d’absorption moléculaire (ε) de 16 600. C’est une substance neutre, soluble dans 

l´eau et la plupart des solvants organiques tels que l’éthanol, le méthanol, l’acétone, l’acétate 

d’éthyle, l’éther et le chloroforme, par contre elle est insoluble dans les pentanes-hexanes 

comme le benzène ou l’éther de pétrole (Ciegler, 1977). 

Elle est stable en milieu acide quelque soit la température (même en haute température), mais 

devient instable et perd son activité en milieu alcalin. La patuline s’est montrée stable vis-à-

vis certains traitements chimiques de conservation, cependant, il s’est avéré qu’elle devient 

instable et progressivement détruite pendant le stockage en présence du dioxyde de soufre, 

des protéines contenant du soufre tel que le glutathion, la cystéine et thioglycolate ainsi que 

les acides organiques principalement l´acide ascorbique (Drusch et al., 2007; Tabatabaie et 

al., 2010).                                                             

                                                                                                                     

              

                          Figure 5  Structure chimique et modèle moléculaire de la patuline (Tannous, 2015). 

2.3.3-Espèces fongiques productrices de Patuline 

Jusqu'à ce jour, la patuline a été décrite comme métabolite secondaire produit par de diverses 

espèces. Selon la bibliographie, on compte à plus de 60 espèces fongiques productrices  

appartenant principalement au genre  Penicillium, Aspergillus, Paecilomyces et Byssochlamys 

(Puel, 2007). Parmi ces derniers, le genre Penicillium s’avère le plus dominant concernant la 

production de patuline, dont l'espèce P.expansum est la plus souvent associée à l’occurrence 
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de cette mycotoxine et par conséquent la plus préoccupante a l’égard de la santé publique et 

de l’économie (Morales et al., 2008). 

 D’après une étude concernant l’élaboration des métabolites secondaires des Penicillium on 

compte aujourd’hui  14 espèces productrices de patuline : Penicillium carneum, Penicillium 

clavigerum, Penicillium concentricum, Penicillium coprobium, Penicillium dipodomycola, 

Penicillium expansum, Penicillium glandicola, Penicillium gladiocoli, Penicillium 

griseofulvum, Penicillium marinum, Penicillium paneum, Penicillium sclerotigenum, 

Penicillium vulpinum (Frisvad et al., 2004) ainsi que Penicillium antarticum espèce  isolée 

dans les fond marins (Vansteelandt et al., 2012). 

Contrairement au genre Penicillium, le genre Aspergillus semble moins prolifique en termes 

d’espèces productrices de patuline. On dénombre seulement cinq espèces réputées 

productrices de la mycotoxine, Aspergillus clavatus, Aspergillus giganteus, Aspergillus 

longivesica, A. pallidus et Aspergillus terreus (Kent et Heatley, 1946; Varga et al., 2007). 

Dans le genre Byssochlamys, l’espèce Byssochlamys nivea est le seul producteur de patuline. 

Par contre l’espèce Byssochlamys fulva, longtemps considérée comme espèce productrice a 

été retiré du groupe, suite à la mise en évidence de son incapacité de production après les 

travaux de Puel et al. (2007). Enfin, au sein du genre Paecilomyces, il semblerait que seules 

quelques souches de Paecilomyces saturatus et Paecilomyces niveus soient capables de 

produire de la patuline (Bokhari et al., 2009).  

2.3.4- Voies de biosynthèse 

2.3.4.1-  Voie chimique de la biosynthèse de la Patuline 

L’élucidation  de la voie de biosynthèse  de la patuline a débuté dans les années 1950, ou elle 

était le premier polycétide dont la voie de biosynthèse a été étudiée in vitro (Puel el al., 2010). 

Sa biosynthèse a attiré une attention considérable sachant qu’elle inclut comme précurseur le 

prototype des composés aromatiques issus du métabolisme des polycétides et de l'acide 6-

méthylsalicylique (6-MSA) (Bentley et Bennett, 1999). 

Dans un premier temps, la mise en évidence de la voie chimique a fait appel à l'utilisation 

d'acétate radio marqué au 14C et l'étude de son incorporation ont permis de mettre en œuvre 

six précurseurs : l'acétate, l'acide 6-methylsalicylique, le m-cresol, le m-hydroxybenzylalcool 

et le gentisaldehyde (Bassett et Tanenbaum, 1958; Birch et al., 1958; Bassett et Tanenbaum 

1960; Bu'Lock et al., 1965). 
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Par la suite, plusieurs recherches fondées en même temps sur le marquage isotopique des 

molécules biologiques et sur la fragmentation d'extraits cellulaires ont permis de mettre le 

point sur cette voie (Tannous, 2015). Puis, dans un second temps, les études poursuivies 

faisant appel à l'utilisation de mutants bloqués à différents niveaux de la voie de biosynthèse, 

ont permis de découvrir une panoplie de métabolites intermédiaires tels que la phyllostine 

(Sekiguchi et Gaucher, 1978), l'isoepoxydon (Sekiguchi and Gaucher 1979a), l'isopatuline 

(Sekiguchi et Gaucher, 1979b), et l'ascladiol (Sekiguchi et al., 1983). 

La mise en évidence de ces divers composés, a permis d’affirmer que la voie chimique de 

biosynthèse de la Patuline se composerait de 10 étapes au minimum de réactions    

d’oxydoréduction et de condensation, dont la majorité est catalysée par des enzymes (Figure 

6). 

La patuline comme les aflatoxines ou les fumonisines, est un polycétide nécessitant dès la 

première étape de sa biosynthèse une polycétide synthase (6MAS) permettant la formation de 

l'acide 6-méthylsalicylique ; le premier intermédiaire stable de cette voie, formé par la 

condensation d'une unité d'acétyl-CoA avec trois unités de malonyl-CoA. 

La seconde étape de la biosynthèse de la patuline consiste à la décarboxylation de l'acide 6-

méthylsalicylique en m-crésol par l'acide 6-méthylsalicylique décarboxylase. Ensuite, une fois 

le gentisaldehyde formé, d’autres étapes telles que l’époxydation permettent la formation de 

l'isoépoxidon, de la phyllostine, de la neopatuline, de l'E-ascladiol et enfin de la patuline 

(Tannous et al., 2017). 

2.3.4.2- Voie moléculaire de  la biosynthèse de la Patuline 

Généralement, chez les champignons filamenteux, les gènes codant pour des facteurs de 

transcription, transporteurs et enzymes catalysant la synthèse des métabolites secondaires sont 

souvent regroupés de manière contiguë sur les chromosomes ; on surnomme cet 

assemblement de gènes « cluster » (Yu et al., 2004 ; Puel et al., 2010). 

Les clusters de gènes impliqués dans le métabolisme secondaire fongique sont souvent situés 

dans les régions sub-télomériques des chromosomes ce qui a créer du polymorphisme entre 

les différentes espèces productrices (Keller et Hohn, 1997). En effet, jusqu'à présent  les 

clusters de gènes biosynthétiques ont été identifiés pour les mycotoxines majeurs ; les 25 

gènes apparentés de la voie de biosynthèse des Aflatoxines ont été entièrement caractérisés 

pour les plus importantes espèces aflatoxinogènes ; Aspergillus flavus et Aspergillus  

parasiticus (Yu et al., 2004). 
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De même, une partie de cluster de gènes synthétisant l’Ochratoxine A a été aussi caractérisée 

chez Penicillium nordicum  (Karolewiez et Geisen, 2005), quatre gènes codant pour la  

biosynthèse des Zéaralenones identifiés chez Fusarium graminearum (Lee et al., 2011) et 

plus récemment, 16 gènes de la voie biosynthétique des Fumonisines ont été décrits chez 

Fusarium verticillioide (Proctor et al., 2013). 

Contrairement à ces mycotoxines, la génétique de la patuline n’est pas encore entièrement 

élucidée. L’étude menée par Artigot et al. (2009) a été la première à décrire l’intégralité du 

cluster de la patuline chez une souche non-productrice de patuline d’Aspergillus clavatus 

NRRL1, ce cluster regroupe 15 gènes (patA-patO) occupant une région d’environ 40 Kb. 

Par la suite, d’autres travaux élaborés sur le pathogène Penicillium expansum (Tannous et al., 

2014 ; Ballester et al., 2015; Li et al., 2015) ont caractérisés ces 15 gènes métaboliques co-

régulés, dont les positions diffèrent entre les deux espèces productrices de patuline (Figure 6) 

(Tannous et al., 2017). 
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Figure 6  (A) la voie de biosynthèse de la patuline ; (B) Cluster de gènes de la voie de biosynthèse 

chez Aspergillus clavatus et Penicillium expansum  (Tannous et al.,  2017). 
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Parmi les espèces Penicillium séquencées, Penicillium expansum possède le plus grand 

nombre des clusters de gènes du métabolisme secondaire. Son cluster de patuline code pour 

15 protéines (PatA – PatO), dont un facteur de transcription putatif (PePatL), trois 

transporteurs (PePatA, PePatC et PePatM), neufs codent pour des enzymes biosynthétiques 

et enfin deux ont une fonction inconnue (Ballester et al., 2015; Li et al., 2015). Ces protéines 

se trouvent dans divers emplacements subcellulaires, y compris le cytosol, noyau, vacuole, 

réticulum endoplasmique, plasma membrane et paroi cellulaire.  

Sur le plan moléculaire, la voie de biosynthèse de la patuline implique l’expression de tout les 

gènes a savoir ; PePatK, PePatG, PePatH, PePatI et PePatN codent pour 6-MSAS, 6- 

méthylsalicylique décarboxylase, m-crésol méthyl hydroxylase, m-hydroxybenzyl alcool 

hydroxylase et IDH, respectivement, enzymes catalysant les étapes 1 à 4 et 7 (Li et al., 2019). 

Par ailleurs, PatJ (fonction inconnue) et PatO codant pour l’alcool isoamylique oxydase 

peuvent être impliqués dans l'étape 6, catalysant la conversion de la gentisaldéhyde à la 

phyllostine. Cependant, l'enzyme impliquée dans l'étape 5 demeure inconnue. 

Enfin, peu de données sont disponibles sur les enzymes responsables des trois dernières 

étapes de biosynthèse et qui supposent que PePatF (néopatuline synthase), PePatD (alcool 

déshydrogénase), et PatE (glucose-méthanol-choline oxydoréductase) sont responsable des 

étapes 8 à 10, respectivement (Li et al., 2019 ; Li et al., 2020). 

2.3.5- Régulation de la biosynthèse de la patuline 

Comme il a été décrit précédemment, les mycotoxines sont le produit final d’une cascade 

enzymatique durant laquelle les enzymes sont activées en même temps et les nouveaux 

produits intermédiaires synthétisés sont immédiatement métabolisés par les enzymes 

suivantes (El Hajj Assaf, 2018). Ce phénomène est rendu possible au moyen de l’organisation 

des gènes sous forme de  cluster.  

En général, au sein du cluster est présent un gène codant pour un facteur de régulation 

spécifique a la voie de biosynthèse du métabolite ; c’est les facteurs de transcription 

spécifiques aux voies et les facteurs globaux de régulation (Tannous, 2015).  

Chez Penicillium expansum, dans le cluster de la patuline, tous les gènes sont impliqués dans 

la biosynthèse de la patuline et hautement régulés lorsque les conditions sont favorables à la 

production de la mycotoxine (Li et al., 2019).  

Le gène PePatL code pour le facteur de transcription C6, qui régule l’expression des gènes 

impliqués en se liant spécifiquement à leur promoteur. La délétion presque complète de 
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PePatL bloque l’expression des autres  gènes du cluster de patuline et ainsi sa production  (Li 

et al., 2015; Snini et al.,2016).  

De ce fait, PePatL est considéré comme étant le facteur spécifique de transcription de la voie 

de biosynthèse de la patuline (Li et al., 2017; El Hajj Assaf el al., 2018). 

De plus, il existe des régulateurs globaux jouant un rôle crucial dans la régulation de 

l’expression des gènes du cluster de patuline affectant sa biosynthèse comme le LaeA (Figure 

7).  

 

Figure 7  Protéines régulatrices globales impliquées dans la régulation des clusters de gènes impliqués 
dans la production de divers métabolites secondaires fongiques Brakhage (2013). 

2.3.6- Occurrence de la patuline dans les aliments 

Les espèces fongiques reconnues producteurs de patuline ont été isolées à partir d’une large 

gamme de denrées alimentaires. Fruits et légumes, incluant les pommes, les poires, les raisins, 

les myrtilles, les abricots, les pêches, les tomates, les bananes, les amandes, les noix et les 

noisettes (Puel et al., 2010; Guo et al., 2013). La filière " fruits " en général et " pomme " en 

particulier représente le segment de l’industrie agro-alimentaire le plus touché par les espèces 

toxinogènes produisant la patuline. 

Réputé comme étant saprophyte de la pomme, Penicillium expansum est le champignon 

générant le plus grand souci. En effet il est le responsable majeur de la pourriture bleue ou 

pourriture molle des pommes, une grave maladie post-récolte survenant principalement 

pendant le stockage (Chen et al., 2004; Baert et al., 2007; Menniti et al., 2010). 

 Les céréales, les malts et d’autres aliments d’origine céréalière ont fait l’objet de multiples 

recherches. L'étude de Lopez-Diaz et Flannigan (1997) a démontré la production de patuline 
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par une souche d'Aspergillus clavatus durant le maltage de l'orge et du blé. De plus, Rychlik 

et Schieberle (2001) ont démontré la présence en moyenne de 45µg/kg de patuline dans du 

pain moisi.  De façon plus surprenante, la patuline a été aussi retrouvée dans des fromages de 

type Cheddar (Bullerman et Olivigni, 1974) contaminés par une souche identifiée comme 

Penicillium roqueforti, productrice à la fois de patuline et d’acide pénicillique. Cependant, 

diverses études ont démontré que les produits laitiers et plus particulièrement les fromages ne 

sont pas des substrats favorisant l’élaboration de patuline. Ce phénomène a pu être expliqué 

par la pauvreté des fromages en sucres et la forte concentration en protéines, favorisant la 

formation d'adduits avec la patuline. De plus, la patuline a été détectée dans les poivrons 

doux, dans les petits fruits rouges, dans les tomates et ses produits dérivés comme les 

concentrés de tomates et le gaspacho (Van de Perre et al., 2013).  

De même, de nombreuses études rapportent la présence naturelle de patuline dans différents 

produits de transformation des fruits tels que les jus ou nectars de pommes, raisins, cerises, 

poires, ananas et fruits de la passion, les compotes de pommes, de prunes, les confitures de 

fraises, cassis et myrtilles. 

Enfin, pour clôturer la liste des aliments susceptibles de renfermer de la patuline, il faut noter 

que l’alimentation animale telle que les ensilages et les fourrages n’ont pas échappé à cette 

contamination. En 1974, Escoula a démontré la double contamination des ensilages de maïs 

par la patuline et l’acide byssochlamique élaborés par Byssochlamys nivea. Bien que la 

patuline soit présente dans les aliments cités ci-dessus, mais en quantités moins inquiétantes 

que celle retrouvées dans les pommes et leurs produits dérivés (Tannous, 2015). 

2.3.7- Transfert de la patuline dans la chaine alimentaire humaine et animale    

La présence de la patuline en tant que contaminant naturel des fruits, est un indicateur de 

qualité des produits de transformation des fruits et constitue un problème de sécurité 

alimentaire mondial (Funes et Reznik, 2009). 

De ce fait, la patuline est introduite dans la chaine alimentaire via les fruits contaminés par 

cette mycotoxine. Elle est facilement transférée dans les produits dérivés pendant le 

traitement, en raison de sa solubilité dans l'eau et de sa stabilité à des hautes températures en 

milieu acide comme dans le jus de fruit (Figure 8) (Anderson de Souza et al., 2008; Zaied et 

al., 2013). 
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                                                                 Patuline                                           

 

           Ensilages                                                                Pommes    Jus de pommes   compotes 

 

            Animaux                                                                                Consommateur 

                   Figure 8   Transfert de la patuline dans la chaine alimentaire humaine et animale. 

2.3.8- Toxicité de la patuline  

Comme les autres mycotoxines, la patuline a montré une toxicité aiguë et une toxicité 

subaiguë très marquées, ainsi qu´une toxicité chronique se manifestant principalement par une 

génotoxicité, une cytotoxicité, une mutagénicité et une immunotoxicité (Puel et al., 2010).  

 2.3.8.1- Toxicité aiguë 

La toxicité aiguë de la patuline a été investiguée par plusieurs chercheurs, sur différents 

groupes d’animaux. L’administration par voie intraveineuse, intrapéritonéale ou sous-cutanée 

de la patuline, s’avère 3 à 6 fois plus toxique. Chez toutes les espèces, les signes toxiques 

correspondent à une neurotoxicité (agitation, convulsions) associée à une congestion 

pulmonaire avec ulcération et inflammation intestinales (Pfohl-Leszkowicz, 1999; Puel et al., 

2010).  

La toxicité subaigüe de la patuline a principalement été étudiée chez le rat, conduisant à une 

perte pondérale, des désordres gastriques et intestinaux avec une perturbation de la fonction 

rénale. L’administration de doses répétées conduit à une neurotoxicité se traduisant par des 

tremblements et des convulsions, ainsi qu'une inhibition de nombreuses enzymes dans 

l’intestin et le cerveau (Devaraj et Devaraj, 1987). 

 

 

Penicillium expansum Byssochlamys nivea 
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Certains composés modulent ces propriétés, ainsi les inhibiteurs de cytochrome P450 comme 

le SKF 525A augmentent fortement la toxicité de la patuline (Hayes et al., 1979). En 

revanche, la cystéine associée à la patuline parvient à annuler ses effets toxiques et à 

augmenter de 100 fois la DL50 (Ciegler et al., 1976; Lindroth et Von Wright, 1978). 

2.3.8.2- Toxicité chronique  

Concernant  l’effet toxique à long terme de la patuline, peu d’études ont été menées dans cet 

axe. Les rares publications disponibles ont mis en évidence l’absence de tumeurs chez des rats 

exposés a des doses orales trihebdomadaires de 0,1 a 2,5 mg/kg pendant 74 à 104 semaines. 

2.3.8.3- Divers effets toxiques 

 

 Génotoxicité 

En raison de sa forte réactivité vis-à-vis des nucléophiles cellulaires, la patuline a été 

suspectée être génotoxique. elle réagit rapidement avec les groupes sulfhydriles et d’une 

manière moins rapide avec les fonctions amines des protéines et du glutathion (Schebb et al., 

2009). Les rares travaux réalisés dans ce sens, ont révélé que la patuline est reconnue 

clastogène car elle induit des micronoyaux et peut provoquer des dommages oxydatifs sur 

l’ADN (Pfeiffer et al., 1998). Par ailleurs, Alves et al. (2000) ont montré l’induction de 

dommages à l’ADN par la patuline sur des cellules humaines. 

 Cytotoxicité 

La cytoxicité de la patuline à été étudiée sur des hépatocytes de rat (Barhoumi et Burghardt, 

1996). Il a été démontré que la patuline provoquait une génération de radicaux oxygénés, 

suppression des communications intercellulaires (gap jonctions) et une dépolarisation de la 

membrane cellulaire. Des recherches récentes, ont permis de mettre en évidence la relation de 

la patuline dans l’augmentation dose-dépendante de la fréquence des cellules apoptotiques et 

nécrotiques dans les lymphocytes humaines (Donmez-Altuntas et al., 2013). 

 Embryotoxicité et tératogenèse 

Des anomalies des membres, principalement des rotations anormales de la cheville et des 

pieds écartés, ont été observées chez la majorité des embryons de poulet âgés de 4 jours 

(Ciegler et al., 1976). De même, Smith et al. (1993) ont montré l’effet délétère de patuline sur 

la croissance embryonnaire et la différenciation in vitro chez le rat. Une diminution du poids 

des foetus sans apparition de malformations ont été observés par Reddy et al. (1978) chez des 
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rats recevant 1,5 mg/kg par voie intrapéritonéale ; la dose de 2 mg/kg provoque l’avortement 

de tous les embryons. 

 Immunotoxicité 

Plusieurs études in vivo et in vitro conduites sur des cellules du système immunitaire 

décrivent l’extrême toxicité de la patuline. In vitro, la patuline s’est révélée toxique pour les 

macrophages alvéolaires chez le rat, en induisant une augmentation du volume cellulaire 

moyen, une diminution de l'ATP cellulaire, ainsi qu’une inhibition de la synthèse des 

protéines et des ARN (Sorenson et al., 1985). Chez la souris, il a été prouvé que la toxine 

diminuait significativement la production de radicaux oxygénés (O2.), la fusion phagosome-

lysosome et l’activité des lysosomes sur le même type de cellules (Bourdiol et al., 1990). 

2.3.8.4- Valeurs toxicologiques de référence 

Concernant la cancérogénicité éventuelle de la patuline,  elle a été classifiée dans le groupe C 

(agents inclassables quant à leur cancérogénicité pour l’homme) par le Centre international de 

 Recherche sur le Cancer (International Agency for Research on Cancer 1985). En raison de 

sa toxicité potentielle, une dose journalière maximale tolérable provisoire (DJMTP) de 0,4 μg 

/ kg de poids corporel / jour a été établie par le Comité mixte d'experts sur les additifs 

alimentaires (JECFA) de l'Organisation mondiale pour l'alimentation et l'agriculture (OMS, 

1995). 

2.3.9- Réglementation de la patuline 

Suite à ses effets toxiques différents, la patuline est la mycotoxine la plus réglementée après 

les aflatoxines et l'ochratoxine A. Dans le cadre du règlement portant sur la fixation de teneurs 

maximales pour certains contaminants dans les denrées alimentaires destinées à l’homme, des 

teneurs maximales ont été fixées pour la patuline. Les teneurs maximales de patuline 

autorisées varient en fonction des denrées considérées. Elles ont été fixées à 50 μg/kg dans les 

jus de fruits ,nectars de fruits, spiritueux, cidres et autres boissons produites à base de 

pommes ou contenant du jus de pommes ; à 25 μg/kg pour les produits solides à base de 

pommes et à 10 μg/kg pour les jus et autres produits a base de morceaux de pommes destinés 

aux nourrissons et enfants en bas âge. La teneur maximale de patuline autorisée est en effet 

plus stricte pour les préparations destinées au nourrisson et à  l’enfant en bas âge. 
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2.4- Penicillium expansum : Le champignon et le pathogène commun des pommes 

2.4.1- Classification et description morphologique 

Penicillium expansum est connu en tant que producteur de la pourriture poste-récolte des 

pommes et poires, ainsi que le producteur majeur de la patuline dans ces fruits et leurs 

produits dérivés (Correia, 2011). Penicillium expansum est le champignon typique du genre 

Penicillium et est donc aussi l'une des espèces les plus étudiées du genre (Pitt, 1979). 

Ce champignon appartient à la division Ascomycota, classe des Eurotiomycetes, sous-classe 

des Eurotiomycetidae, ordre des Eurotiales et famille des Trichocomaceae. Sa classification 

et sa taxonomie sont basées sur plusieurs critères morphologiques, physiologiques et  

mycotoxicologiques (Cardoso et al., 2007).  

Sur le plan morphologique, cette espèce est caractérisée par des conidiophores terverticillés 

(présentant des phialides sur des métules portées par des rameaux), regroupés généralement 

en corémies. Au microscope, cette espèce est caractérisée par des stipes droits à paroi lisse, 

des phialides allongées ampouliformes à cylindriques et des conidies à paroi lisse de couleur 

vert terne, présentant une forme ellipsoïdale (figure 9) (Frisvad et Samson, 2004; Pitt et 

Hocking, 2009). P. expansum comme la majorité des espèces appartenant au sous-genre 

Penicillium ne présente pas de sclérotes (Frisvad et Samson, 2004). 

 

                

 

                   Figure 9 Structures morphologiques de Penicillium expansum 

(A) Phialides ; (B) Conidiophore ; (C) conidies 

 

De plus,  P.expansum  se distingue par ses aspects macro-morphologiques. Cette espèce est 

connue pour la tendance de ses conidiophores à fasciculer, c’est à dire se regrouper en 

formant des touffes sur les marges des colonies. Le mycélium plissé est de couleur blanche et 

les spores produites sont de couleur vert foncé à gris (Figure 10)  (Frisvad et Samson, 2004). 

A B C
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Figure 10   Aspect du thalle de Penicillium expansum à 25°C pendant 7 jours 

(A) sur milieu CYA ; (B) sur milieu GN25 ; (C) sur milieu MEA 

 

2.4.2-Habitat et niche écologique 

Penicillium expansum est une espèce répandue cosmopolite, pouvant se retrouver dans 

l’environnement naturel, en particulier dans le sol (Colakoǧlu, 2002; Demirel et al., 2013) et 

l’air intérieur (Gutarowska et al., 2012). De plus, ce champignon colonise une gamme très 

large de denrées alimentaires qu’il est capable d'infecter pour puiser les nutriments dont il a 

 besoin dans la matière organique (Siddique, 2012), tout particulièrement les fruits à pépins 

(tels que pommes, poires, raisins, etc.) et les fruits à noyaux (cerises, pêches, prunes, etc.). A 

ces denrées s’ajoutent les noix, les légumineuses (arachides et fèves) et les céréales 

secondaires (tels que maïs, orge, soja et sorgho) (Nguyen, 2007). 

P. expansum est aussi bien apte a proliférer sur des substrats non utilisables pour 

l'alimentation comme les matériaux de construction contenant de la cellulose (papier-peint, 

plaques de plâtre (Gutarowska et al., 2012), copeaux et blocs de bois humides (Land et Hult, 

1987). 

2.4.3-Principaux métabolites secondaires élaborés par P. expansum 

Dans des cultures pures de P.expansum, la citrinine, la roquefortine C (Frisvad et Filtenborg, 

1983), l’acide penicillique, l’acide cyclopiazonique, les chaetoglobosines A et C outre la 

patuline, ont été comptés comme métabolites de P. expansum. A ces molécules s’additionnent 

les expansolides A et B, les communesines A et B (Larsen et al., 1998; Andersen et al., 

2004), la cytochalasine et la penitrem A (Lugauskas, 2005) qui ont été, aussi révélés comme 

métabolites secondaires élaborés par P. expansum. Mattheis et Roberts. (1992) ont identifié la 

géosmine comme métabolite volatil de P. expansum et ont démontré qu’elle était responsable 

de l'odeur terreuse et piquante associée à cette espèce. Certains de ces métabolites ont 



                                                                     Synthèse Bibliographique 

 

34 
 

naturellement été retrouvés dans l’alimentation ; c’est particulièrement le cas de la patuline et 

la citrinine dont la cooccurrence a été décrite dans les pommes (Martins et al., 2002) et les 

tomates (Harwig et al., 1979). 

2.5- Pomme 

2.5.1- Généralités 

Avec une superficie cultivée de près de 5 millions d'hectares et une production de 81 millions 

de tonne, la pomiculture occupe une part importante dans les filières fruitières a travers le 

monde (El Alami et El Attari, 2019). En Algérie, la culture du pommier (Malus domestica) 

occupe une place très importante et s’étend sur une superficie estimée à 46.000 ha. Sa 

production a franchi 558830 tonnes durant la saison agricole 2018/2019, la wilaya de 

Khenchela s’est placée en tête de la filière pomiculture (FAO, 2019). 

2.5.2- Structure de la pomme 

La pomme (Malus domestica) est considérée généralement comme une baie contenant des pépins. 

A maturité, ce fruit est constitué extérieurement de trois zones: 

Le pédoncule et la cuvette pédonculaire, la cuvette oculaire et l’œil et la partie globuleuse qui 

s’étend entre les deux zones précédentes (Bourles, 2010) (Figure 11).    

 

 

 

Figure 11  Structure anatomique générale d’une pomme (Bondoux, 1992). 
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2.5.3- Aptitude de la pomme à être contaminée par Penicillium expansum 

En raison de sa riche composition en sucres, la pomme est sujette aux attaques de divers 

pathogènes parmi lesquels; Penicillium expansum, principal agent de la pourriture bleue des 

pommes en post-récolte. L’infection des pommes débute via les blessures qui constituent la 

porte d’entrée du pathogène, causées par des perforations de la tige ou par des piqures 

d’insectes survenant pendant  la récolte ou après la récolte (Vilanova et al., 2017 ; Gong et 

al., 2019a). Les conidies de Penicillium expansum colonisent  rapidement les blessures 

engendrées sur la surface du fruit, ensuite, elles germent en épuisant les nutriments présents 

pour terminer la pénétration et la colonisation des tissues. Enfin, une macération visible peut 

être observée en peu de temps en raison de la production abondante d'enzymes dégradant la 

paroi cellulaire et du changement de pH de l'hôte (Zhou et al., 2018).   
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3- Matériel et méthodes 

Le présent travail porte sur l’évaluation de la contamination de quelques fruits produits dans 

l’Est Algérien par la flore fongique mycotoxinogène, et la caractérisation des isolats 

sélectionnés ainsi que la mise en évidence de la capacité de ces isolats à produire des 

mycotoxines in vitro et in vivo. Cette partie a été réalisée au sein du laboratoire de Mycologie,  

Biotechnologie et de l’Activité Microbienne  « LaMyBAM », Faculté des Sciences de la 

Nature et de la Vie, Université Frères Mentouri Constantine 1. 

 

3.1- Echantillonnage 

Les échantillons de fruits utilisés dans ce travail proviennent de la wilaya de BATNA située 

dans l’Est Algérien. Les fruits d’abricots ainsi que leurs produits de transformation (jus et 

pulpe) ont été fournis  par le complexe E.N.A.J.U.C (Entreprise Nationale des Jus et 

Conserves) de la région de Ngaous (figure 12) située à l’Ouest de la wilaya de Batna,  récoltés 

pendant la saison de Juin 2012.  

Les fruits de pommes utilisés dans cette étude proviennent de la région d’Aris située au Sud-

Est de Batna et appartenant a la variété Golden Delicious récoltés en octobre 2013. Les 

échantillons ont été mis dans des sacs en plastique stériles, puis, emmenés au laboratoire, 

gardés au frais (+4°C) et analysés dans les 24h qui suivent l’échantillonnage.  

              

 

Figure 12 Localisation géographique des sites d’échantillonnage (https://d-

maps.com/m/africa/algeria/batna/batna25.gif). 

https://d-maps.com/m/africa/algeria/batna/batna25.gif
https://d-maps.com/m/africa/algeria/batna/batna25.gif
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3.2- Isolement des mycètes  

Cette étape a été réalisée sur milieux gélosés PDA (Potato dextrose Agar) et MEA (Malt 

Extract Agar) (Annexe 1) supplémentés de Streptomycine (5 mg/L), afin d’inhiber toute 

croissance bactérienne. L’isolement des mycètes à partir des fruits de pommes et d’abricots a 

été effectué selon la méthode d’El Hariry et al. (2011), qui consiste à prélever des petits 

morceaux (1cm × 1cm) à partir du bord des lésions infectées à l’aide d’une pince stérile, 

ensuite, chaque pièce a été désinfectée dans la solution d’hypochlorite de sodium 10% 

pendant 30 secondes, puis, rincée, à trois reprises, avec de l’eau distillée stérile. Après 

séchage à l’air libre, les morceaux ont été placés, aseptiquement, dans des boites de Pétri à 

raison de 3 pièces par boites, ces dernières ont été incubées à 28°C pendant 5 jours. 

En revanche, l’isolement à partir des produits de transformation des fruits d’abricots a été 

réalisé selon la méthode des suspensions-dilutions. Pour ce faire, 1 mL du jus de fruits a été 

ajouté à 9 mL d’eau distillée stérile, puis, une série de dilutions décimales a été effectuée 

jusqu'à l’obtention de la dilution de 10-4 . Après agitation au vortex, un volume de 0.1 mL de 

chacune des dilutions indiquées a été déposé sur des boites de Pétri contenant les milieux 

PDA et SAB (Sabouraud) (Annexe 1), puis étalé uniformément avec un étaloir stérile sur 

l’ensemble de la surface de la gélose, les boites ont été, ensuite, incubées à 28°C jusqu’à 

développement apparent de colonies (Nazim et al., 2008). 

Par ailleurs, l’isolement à partir de la pulpe d’abricot (pasteurisée et non pasteurisée) a été 

effectué selon la technique de direct plating ; ou la pulpe et directement ensemencée sur la 

gélose (PDA et SAB) puis les boites ont été incubées dans les mêmes conditions précédentes. 

3.3- Purification et conservation des isolats 

Les colonies fongiques obtenues ont subi une purification, cette étape consiste à repiquer une 

bouture mycélienne (hyphal type) coupée à la marge du thalle ou de spores (single spore), 

issus des boites de l’isolement et les ensemencer par piqure centrale sur milieu MEA.  

L’incubation des boites a été effectuée à 28 °C pendant 7 jours. Des repiquages successifs 

suivis d’observations microscopiques ont été réalisés pour confirmer la pureté de l’isolat 

(Michael et John, 2006). 

Les isolats ainsi obtenus ont été conservés selon deux méthodes : la méthode de gélose 

inclinée et la méthode de congélation ; 
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 Conservation sur gélose inclinée  

Les isolats fongiques purifiés ont été repiqués sur milieu PDA incliné. Après incubation 

à 28°C pendant 6 jours, ils ont été stockés à 4°C et un repiquage est réalisé tout les deux 

mois. 

 Conservation par congélation 

Les isolats fongiques ont été ensemencés sur milieu MEA, puis incubés jusqu'à la 

sporulation. Une suspension de spores a été préparée par raclage de la surface des 

cultures puis conservée à -20°C dans de l’eau physiologique additionnée de 20% de 

glycérol pour une durée de conservation plus longue. 

3.4- Sélection des isolats producteurs de mycotoxines 

Les isolats fongiques obtenus ont été sélectionnés en fonction de leur activité antibactérienne.  

Ce test a été réalisé par la méthode de diffusion sur gélose selon la méthode de Bramki et al. 

(2019) avec quelques modifications. Pour ce faire, les souches  Escherichia coli (ATCC 

25922) et Bacillus subtilis (ATCC 6633) ont été réactivées dans un bouillon nutritif et 

incubées à  37 °C pendant 24h. 

Une fois la période d’incubation écoulée, un écouvillon stérile trempé dans la suspension 

bactérienne a servi à ensemencer uniformément toute la surface de la boite contenant la gélose 

nutritive GN (Annexe 1). Après un séchage de la surface (environ 5 min), des disques de 

5mm de colonies des isolats purs et jeunes ont été déposés au centre de la gélose GN. Après 

un deuxième séchage, les boites ont été incubées à 37°C pendant 24 à 48 h. Les diamètres des 

zones d’inhibition ont été mesurés au millimètre près. 

3.5- Identification des isolats sélectionnés  

Dans le but d’identifier les isolats sélectionnés, plusieurs caractères morphologiques 

macroscopiques et microscopiques ont été pris en considération, en utilisant des clés 

d’identification (Botton et al., 1990; Samson, 2004). Pour une identification approfondie, une 

étude moléculaire (analyse des séquences d’ADN ITS et β tubuline) a été effectuée.  

3.5.1- Etude des caractères culturaux 

Cette étape se repose essentiellement sur l’étude des caractères morphologiques 

macroscopique. A savoir, la vitesse de croissance, l’aspect des colonies, leur couleur et sa 

variation au cours du temps, couleur du revers de la boite, présence ou absence d’exsudats et  

production de pigment diffusible (Tabuc, 2007). 
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Les critères cités ci-dessus ont été observés après 7 jours d’incubation à 28° C sur les milieux 

de culture MEA et CYA. Les milieux ont été ensemencés par suspension de spores ou une 

petite bouture mycélienne prélevée auparavant à l’aide d’une anse de platine stérile, et 

déposée au centre de la boite de Petri contenant le milieu. 

3.5.2- Etude des caractères morphologiques microscopiques 

L’examen microscopique a été effectué à l’état frais aux objectifs x10 et x40. La technique 

consistait à la réalisation d’une coloration au bleu coton lactophénol, en déposant une goutte 

du liquide de montage sur une lame propre, ensuite, un petit fragment mycélien  issu d’une 

colonie jeune (7 jours) a été mis dans le colorant précédent sur la lame avec une anse.  

La préparation a été chauffée légèrement à la flamme du bec bunsen, puis la lame a été  

délicatement recouverte avec une lamelle en évitant de créer des bulles d’air ou des 

débordements (Botton, 1990). Cette technique permet la mise en œuvre de la nature du 

filament (siphoné, cloisonné, épais, coloré…)  la morphologie des spores et la présence de 

structures particulières (chlamydospores).  

3.5.3- Identification moléculaire 

L’analyse directe de séquences de l’ADN a permis le développement de méthodes 

d’identification fiables et spécifiques. Ces méthodes sont, universellement, applicables et 

permettent d’explorer le polymorphisme aux différents niveaux (genre, espèce, souche). Ces 

techniques sont rapides et présentent une bonne reproductibilité. 

Dans ce contexte, la région ITS (Internal Transcribed Spacer) est préférentiellement utilisée 

par les taxonomistes pour l’identification des espèces fongiques (Bruns et al., 1991 ; Hibbett 

et al., 2005). Les amorces ITS1 et ITS4 décrites comme amorces universelles par White et al. 

(1990) ont été utilisées pour cette étude ainsi que le gène de la β tubuline. 

L’identification des isolats fongiques a été effectuée au niveau du Laboratoire des 

Microorganismes et Biomolécules Actives (LMBA), Tunisie, selon un protocole comprenant  

les étapes suivantes : 

 

3.5.3.1- Extraction d’ADN 

Le mycélium de moisissure (culture jeune de 3 à 7 jours) a été prélevé en grattant 

superficiellement de manière à éviter le risque de prendre de la gélose. Ensuite, 500µl de 

tampon de lyse (400 Mm Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1% SDS, 60 Mm EDTA, 2 mL H2O ultra 
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pure) (Annexe2) ont été ajoutés au mycélium et le tout est bien homogénéiser manuellement. 

Après homogénéisation du mélange, ce dernier a été mis en incubation  pendant 1h à 

température ambiante.  

Ensuite, le mélange a été additionné de 150 µL d’acétate de potassium (pH 4.8, solution 

composée de 11.5 mL acide acétique glacial, 60 mL solution d’acétate de potassium 5 M et 

28.5 mL d’eau milliQ)  et homogénéisé au vortex puis centrifugé à 12000 rpm pendant 8min. 

le surnageant a été transféré dans un nouvel eppendorf sur lequel 600 µL d’isopropanol ont 

été ajoutés. 

Les eppendorfs ont été agités par inversion (environ 10 fois) et conservés à -20°C pendant 

tout une nuit  pour précipiter l’ADN.  

Après l’incubation, une centrifugation de 12000 rpm à 4°C  a été effectuée pendant 5 min, le 

surnageant a été éliminé et le culot d’ADN est rincé deux fois avec 300 µL d’éthanol à 70% 

puis centrifugé à 12000 rpm à 4°C (répéter 2 fois). L’éthanol a été jeté et le culot contenu 

dans les tubes a été séché au «speed vac » à 40 °C pendant 30 min.  

Enfin, l’ADN est repris dans 50 μL de tampon TE (Tris-EDTA), puis stocké à -20 °C (El 

Khoury, 2007).  

Le dosage et le contrôle de la qualité des ADN extraits ont été estimés par rapport aux 

concentrations d'ADN obtenues à partir des rapports de DO déterminées par Nanodrop 

(Thermo scientific NanoDrop 2000) à 260 nm, la longueur d’onde d’absorption des acides 

nucléiques et à 280 nm, la longueur d’onde d’absorption des protéines. Une unité 

d’absorbance correspond à une concentration de 50 μg/ mL d’ADN double brin. 

La pureté des échantillons est donnée par le rapport des DO (DO260 nm/DO280 nm). Si le rapport 

est inférieur à 1.6, il y a une contamination par des protéines et s’il est supérieur à 1.9, il y a 

une contamination par des ARN (Atoui, 2006 ; Smaoui, 2010).  

3.5.3.2- Amplification de la région ITS et β-tubuline par PCR 

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique d’amplification d’ADN in vitro. Elle 

permet d’obtenir un très grand nombre de copies d’une séquence d’ADN choisie par action 

d’une ADN polymérase thermostable (Taq DNA polymérase) isolée à l'origine d'une bactérie 

thermophile Thermus aquaticus. Cette enzyme a un optimum d'activité pour une température 

se situant entre 70°C et 80°C, et peut supporter des températures allant jusqu'à 96°C (Saiki et 

al., 1985; Mullis et Faloona, 1987). Pour l’amplification des gènes recherchés, les trois étapes 
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d’un cycle de PCR se déroulent à des températures précises dans un thermocycleur (Biometra, 

Germany).  

Le thermocycleur est un système programmable qui permet le passage d’une température à 

l’autre et la répétition du cycle automatiquement. La paire d’amorces universelles ITS1 (5' 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3') (sens), ITS4 (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') 

(antisens),  β-tubuline Bt2a (5ʹ -GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3ʹ) et   

Bt2B (5ʹ-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3ʹ) ont  été utilisées pour l’amplification 

des régions correspondantes. 

La réaction d'amplification nécessite, outre la présence de l'ADN utilisé comme matrice et la 

Taq polymérase, l'utilisation de deux oligonucléotides (amorces) qui s'hybrident avec les 

séquences situées aux extrémités 5' de la zone à amplifier, et des déoxynucléotides 

triphosphates (dCTP, dGTP, dATP, dTTP) nécessaires à la synthèse de nouveaux brins 

d'ADN. 

Un cycle d'amplification est composé de trois étapes : 

- Dénaturation de l’ADN par chauffage pour séparer les deux brins qui le compose ; 

- Hybridation des amorces aux extrémités de la séquence recherchée ; 

- Extension ou polymérisation à partir des amorces des brins d'ADN. 

Ce cycle est répété un grand nombre de fois pour obtenir une multiplication exponentielle de 

la séquence d’ADN cible.  

 Protocol de la réaction PCR 

La réaction d'amplification a été faite dans un volume final de 24 μL du mélange réactionnel 

suivant : 

- Tampon de la réaction lX    2.5 µL 

- Tampon Mg                 1.5 µL 

- Une solution des différents désoxyribonucléotides triphosphates se composant de :  

- dNTPs (10 mM)               0.5 µL 

- ITS1 (20 pmoles/μl)         0.3 µL 

- ITS4 (20 pmoles/μl)         0.3 µL 

- Taq polymérase                0.22 µL 

- H2O ultra pure                  17.8 µL 

- ADN                                  1 µL 
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Le mélange réactionnel ou mix réactionnel a été réalisé pour le nombre total des isolats, puis  

réparti à raison de 24 μL/tube, ensuite 1 μL de l'ADN est ajouté en dernier au mélange 

réactionnel.  

Pour l’amplification du gène de β-tubuline, la même composition du mélange réactionnel a 

été adoptée avec l’utilisation de 0.3µl des amorces Bt2a et Bt2b (50pmole/µl).  

La réaction d’amplification a été programmée comme suit : 

Un premier cycle consiste à dénaturer l'ADN:   95°C pendant 5 minutes, puis suit une série de 

30 cycles, chaque cycle se déroulant de la manière suivante: 

95°C pendant 30 secondes, Dénaturation. 

55°C pendant 30 secondes, Hybridation des amorces. 

72°C pendant 1 minute, Extension ou polymérisation. 

Enfin,  un dernier cycle à 72°C pendant 15 minutes pour terminer la polymérisation. 

3.5.3.3- Electrophorèse des acides nucléiques 

La qualité de la réaction de PCR a été vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose à 1.5% 

préparé dans du tampon TBE (80 mM Tris-HCl pH 8 ; 2.5 mM EDTA ; 89 mM acide 

borique) additionné de 3 µL de Bromure d’éthidium.  

Après solidification, le gel a été immergé dans le tampon TBE et le système d’électrophorèse 

a été mis sous une tension de 120 volts pendant 30 min à 1h. Les bandes amplifiées ont été 

visualisées par fluorescence du BET sous les rayons ultraviolets (312 nm). Le marqueur de 

taille: 1Kb ADN Ladder sert de référence pour estimer la taille des fragments d’acides 

nucléiques (Sadfi-Zouaoui et al., 2008 ; Smaoui, 2010). 

Les produits d’amplification par PCR ne sont pas suffisamment purs pour être utilisés 

directement dans les réactions enzymatiques telles que le séquençage ou le clonage, et 

nécessitent une purification préalable. L’excès d’oligonucléotides et de dNTP non-incorporés 

a été éliminé par le Kit ‹‹ QLAquik PCR Purification Kit ›› (QLAGENTM GmbH. Hilden. 

Germany). 

3.5.3.4- Séquençage de l’ADN 

Un séquençage enzymatique de fragments d’ADN a été effectué selon la méthode 

d’incorporation de système de terminateurs di-désoxynucléotidiques (Sanger et al., 1977). 

Après purification et quantification, une aliquote précise de l’ADN a été utilisée comme un 

modèle d’une réaction d’amplification enzymatique en présence des di-désoxynucléotides 

(ddNTP) marqués au Big Dye.  
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La réaction s’est déroulée dans un volume final de 20 μL, contenant 4 μL du mélange Big-

Dye contenant l’AmpliTaq DNA polymérase FS, 4 μL du tampon de réaction 2.5X (5 X : 400 

mM TrisHCl [pH9], 10 mM MgCl2) et 3.2 pmol de l’amorce choisie. 

Les produits de marquage par la Big-Dye ont été ensuite précipités avec de l’isopropanol 75 

%, séchés et repris dans 18 μL du tampon TSR (template suppression reagent). 

 Après dénaturation, les fragments d’ADN ont été résolus par séquenceur automatique "ABI 

Prism TM 310" et le programme ″Sequence Analysis" (Perkin Elmer Applied Biosystems). 

Le programme de la réaction comporte 25 cycles : 10 sec de dénaturation à 95 °C, 0.5 sec 

d’hybridation à 50 °C, 4 min d’élongation à 60 °C. 

3.5.3.5- Aanalyse bioinformatique des résultats de séquençage 

Les séquences obtenues ont été corrigées par le programme « Chromas Pro » et déposées au 

niveau de la banque de donnée « Genbanck ». L’identification de chaque souche de 

moisissure est déterminée par comparaison des séquences de gènes étudiés avec les séquences 

précédemment publiées dans Genbank, en utilisant le programme BlastN. 

3.5.3.6- Analyse phylogénétique 

A partir des séquences obtenues après amplification, une étude phylogénétique à été réalisée 

et qui consistait à évaluer les divergences entre plusieurs séquences. Les alignements de 

séquences ont été réalisés par le programme «MUSCLE» et les arbres ont été construits avec 

le logiciel MEGA7, selon la méthode statistique du Maximum de Vraisemblance (ML). De 

plus, des corrections de distance ont été apportées par le modèle d'évolution TAMMURA et 

NEI. 

3.6- Production des mycotoxines 

Cette étape a pour but de mettre en évidence la mycotoxinogénèse in vitro des isolats 

fongiques sélectionnés.  

Afin d’évaluer la capacité des souches sélectionnées à produire de la Patuline, des analyses 

mycotoxicologiques ont été effectuées après fermentation en milieu liquide.  

Pour ce faire, les souches sélectionnées ont été ensemencées sur le milieu MEA puis incubées 

à 28°C pendant 7 jours. Les  suspensions conidiennes correspondantes à chaque souche ont 

été préparées dans de l’eau distillée contenant du Tween 80 (0.005% V/V) puis ajustées pour 

obtenir une suspension d’environ 106 spore/ mL (Laarous et al.,2007).  
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3.6.1- Fermentation sur milieu liquide                                                   

Le milieu Yeast Extract Sucrose (YES) (Annexe 1) a été choisi comme un milieu spécifique ; 

riche en vitamines du groupe B complexes, ce milieu favorise la métabolisation secondaire et 

induit les réactions anabolisantes conduisant à la production optimale des mycotoxines 

(Amrouche, 2013). La fermentation a été réalisée dans des Erlenmeyer de 250 mL contenant 

100 mL du milieu de fermentation. Chaque Erlenmeyer a été inoculé par 1 mL de la 

suspension sporale de chaque isolat identifié (S3, S4 et S7) puis incubé en statique à 28°C 

pendant 16 jours et à  l’obscurité. Les expérimentations ont été réalisées en double. 

3.6.2- Extraction 

Une fois la durée d’incubation terminée, un volume de 100 mL d’acétate d’éthyle est ajouté à 

chaque Erlenmeyer. L’extraction est accélérée par agitation magnétique pendant 30 minutes. 

Le mélange est filtré à travers un papier filtre Wattman n°1, après une agitation manuelle de 

10 minutes, le mélange est transvasé dans une ampoule à décanter et la phase organique 

(supposée contenir les substances actives) est récupérée après une vingtaine de minutes. 

L’opération est répétée deux fois pour s’assurer de la récupération de tous les métabolites. La 

phase organique est récupérée dans un ballon à col rodé pour être ensuite, concentrée à l’aide 

d’un Rotavapeur à 40°C sous une légère rotation (150 rpm). L’extrait est, enfin, repris dans un 

volume de 1 à 2 mL de méthanol (Youcef Ali, 2014). 

3.6.3- Analyse chromatographique 

La séparation des métabolites a été effectuée par chromatographie sur couche mince (CCM). 

C’est une méthode physique classique de base, qui permet la séparation des composés 

constituants d'un échantillon entre deux phases solide et mobile, en fonction de leurs affinités 

pour l'une ou l'autre phase. Pour ce faire, des plaques de type Merk prêtes à l’emploi et de 

dimension 20×20 cm, revêtue par gel de silice (G-60) qui constitue la phase stationnaire, ont 

été utilisées. 

Par ailleurs, l’éluant (phase mobile) est composée du mélange toluène, acétate d’éthyle et 

acide formique (5: 4: 1/ V: V: V). 10 µL de chaque extrait méthanolique, ont été déposés à 

l’aide d’une micropipette sur la plaque à 1 cm du bord inférieur sur la ligne de base. 5 µL de 

la solution standard de la patuline, ont été déposés sur la même ligne de dépôt et la plaque a 

été, ensuite, placée dans une cuve chromatographique contenant la phase mobile. Après 

migration et évaporation du produit d’élution, la révélation des tâches est effectuée en 

exposant la plaque sous lumière UV (Ammrouche, 2013). 
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 Après pulvérisation de la plaque avec le révélateur MBTH 5% (3-methyl-2-benzothiazoline 

hydrazone hydrochloride) et séchage à 130°C pendant 15 minutes, la patuline est apparue 

comme un spot jaune sous la lumière visible et donne une fluorescence jaune-orangée sous 

lumière UV à 366 nm (Welke et al., 2011). 

3.6.4- Identification de la Patuline contenue dans l’extrait brute de fermentation par 

GC-MS 

Cette étape a pour objectif de confirmer la capacité des souches sélectionnées à produire la 

Patuline et sa détection dans les extraits issus de la fermentation. Cette étape a été réalisée au 

sein de la plateforme Pédagogique Commune des Techniques d'Analyses à l'Institut Supérieur 

de Biotechnologie de Sidi-Thabet (ISBST, Tunisie). 

3.6.4.1- Principe général 

La CPG couplée à la SM est une technique sensible et rapide introduite dans l’analyse des 

peptides toxiques dans les années 1970 (Betina, 1989), et qui est couramment utilisée de nos 

jours. 

La GC est une technique analytique séparative fréquemment utilisée pour la caractérisation et 

l'identification des composés organiques volatils et semi-volatils. Le principe fondamental de 

la séparation GC se repose sur le partage des composés entre une phase mobile qui est un gaz 

vecteur inerte et une phase stationnaire solide ou liquide, qui est immobilisée à l'intérieur de la 

colonne chromatographique. Le mécanisme de séparation est dynamique; les molécules 

passent continuellement d’une phase à l’autre, ce qui crée un état d’équilibre entre la phase 

mobile et la phase stationnaire pour un constituant en particulier. 

La spectrométrie de masse (MS) est une méthode d’analyse destructive donnant accès à des 

informations utiles des molécules d’un échantillon. Elle permet de déterminer la masse 

moléculaire d’une substance et/ou d’obtenir des données structurales. 

Grace à la MS, l’identification et la quantification des analytes peuvent être obtenues. Cette 

technique mesure les rapports masse-sur-charge (m/z) de molécules ou de fragments de 

molécules ionisés à l’état gazeux (Perez Vasquez, 2015). 

3.6.4.2- Conditions expérimentales 

Le chromatographe en phase gazeuse utilisé dans notre travail pour l’identification de la 

patuline est de type Agilent Technologies (USA) 7890B équipé d’un port d’injection 

Split /Splitless a commande électronique, interfacé avec un détecteur sélectif de masse de 

piège à ions (Agilent 240). Le spectromètre de masse a été soumis à une ionisation par impact 
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électronique (EI, 70eV) et la température de la ligne de transfert MS a été maintenue à 280°C 

en mode balayage complet (Full scan mode). La colonne chromatographique utilisée est de 

type Agilent HP-5MS (5% Phényle méthyle polysiloxane) de 30 mm de longueur × 0.25 mm 

de diamètre interne et de 0.25 µm d’épaisseur de film. Le gaz vecteur est l’hélium avec un 

débit constant de 1 mL /min et l’injection a été faite en mode Splitless à 280°C.  

Le programme de température du four appliqué est le suivant : 

- 50°C pendant une minute 

- Pente à 10 °C/min jusqu'à 200°C et maintenir pendant 1min 

- Deuxième pente à 5°C/min jusqu'à 325°C maintenir une minute et le temps total 

d’analyse est de 43min pour chaque échantillon (Kharandi et al., 2013). 

3.7- Test in vivo de la pathogénicité des souches fongiques sélectionnées 

Le but de cette étape est de mettre en évidence la pathogénicité des souches fongiques 

sélectionnées sur des pommes (in vivo), et leur pouvoir à causer la maladie de la pourriture 

bleue des pommes.    

Pour cela, les souches fongiques sélectionnées ont été cultivées sur milieu gélosé a l’extrait de 

Malt (MEA) durant 7 jours à 28°C. Les spores ont été récoltées en ajoutant 10 mL d'eau 

distillée additionnée de Tween 80 (0.005%, v / v), et la concentration finale de la suspension 

sporale a été ajustée à l’aide d’une cellule de Thoma à raison de 106 conidies/ mL (Reddy et 

al., 2010). 

Les fruits de pommes utilisés appartiennent à la variété Golden Delicious et Fuji sans défaut 

et sans blessures, ont été achetés au marché local de la wilaya de Constantine. Ces pommes 

proviennent de la région d’Aris et ont été récoltées en mois de septembre-octobre 2014.  

3.7.1- Inoculation des pommes  

La surface des pommes a été désinfectée avec une solution d’hypochlorite de sodium à 2%, 

puis rincées à trois reprises avec de l’eau distillée stérile et laissées sécher à l’air libre. Après 

séchage, les pommes ont été blessées à l’aide d’une aiguille stérile en un seul point central et 

30µL des suspensions sporales des trois isolats fongiques (S3, S4 et S7) ont été injectées avec 

une seringue stérile à une profondeur de 1cm. Les pommes ont été ensuite, incubées dans des 

boites en plastique stériles fermées à 25°C dans l’obscurité pendant 9 jours. Les diamètres des 

lésions formées ont été mesurés régulièrement le long de la durée d'incubation (Reddy et al., 

2010). 
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3.7.2- Evaluation de la production de la patuline in vivo 

Cette étape consiste à tester la capacité des souches sélectionnées à produire la patuline in 

vivo. Dans ce but, le test réalisé dans la section (3.7.1) a été effectué sur des pommes Golden 

delicious. Afin de déterminer la quantité de PAT produite au terme de l'incubation, les parties 

de pommes présentant les lésions causées par les trois isolats (S3, S4 et S7) ont été préparées 

selon la méthode décrite par l’AOAC (2000) avec de mineures modifications.  

Les tissus visiblement nécrosés de chaque fruit ont été retirés de la pomme. Les échantillons 

ont été pesés, broyés et homogénéisés à l'aide d'un mortier et d'un pilon, puis analysés 

immédiatement. Pour ce faire, 10g de la pulpe ont été soumis à l’extraction de la PAT avec 10 

mL d’acétate d’éthyle, en mélangeant vigoureusement pendant 3min au vortex. L’extraction a 

été répétée 3 fois, afin d’obtenir le maximum de la mycotoxine recherchée. 

Une fois les trois phases organiques combinées, ont été ensuite lavée avec 10 mL de la 

solution de carbonate de sodium Na2CO3 (1.5%, w/v). Après une agitation de 2 min, le 

mélange a été introduit dans une ampoule à décanter et encore une fois la phase organique a 

été récupérée et séchée avec 10 g de sulfate de sodium anhydre (Na2SO4), a travers un 

entonnoir filtrant. Les extraits issus de l’extraction liquide ont été purifiés par 

chromatographie sur colonne, préparée dans une burette (200×10 mm). La colonne a été 

nettoyée, en premier lieu, avec l’éluant afin d’éliminer toute impureté.   

Ensuite, un bout de coton a été placé au fond de la colonne comme étant un support qui 

empêchera le gel de silice de s’y échapper. Une fois le coton a été bien placé, une quantité de 

8 g de gel de silice (gel de silice 60  0.063-0.200 mm) (Merk KGaA, Allemagne) a été 

mélangée avec un peu d’éluant (acétate d’éthyle) et puis, introduite doucement à l’intérieur de 

la colonne jusqu'à ce que tout le gel sera en bas de colonne et avec  un niveau bien horizontal. 

Les extraits ont été introduits un par un, la patuline a été éluée avec un volume de 10 mL 

d’acétate d’éthyle et les fractions obtenues ont été recueillies dans des tubes stériles. Après 

évaporation du solvant, l’extrait a été dissout dans 100µl de chloroforme pour analyse par 

CCM et dans du méthanol pour analyse par HPLC.   

3.7.3- Analyse de la patuline produite in vivo par CCM 

Après extraction et purification des échantillons prélevés des pommes infectées 

artificiellement par les souches sélectionnées, les extraits ont été analysés en premier lieu par 

CCM selon la méthode de Welke et al. (2011) comme était décrite dans la section (3.6.3). 

 



Matériel et Méthodes 
 

48 
 

3.7.4- Analyse de la patuline produite in vivo par UPLC 

Cette partie du travail a été réalisée au sein de la  plateforme Pédagogique Commune des 

Techniques d'Analyses à l'institut supérieur de biotechnologie de Sidi-Thabet (ISBST), 

Tunisie. L'analyse chromatographique utilisée dans le présent travail, est la chromatographie 

liquide ultra haute performance (UHPLC), réalisée sur un chromatographe de type Dionex 

ultimate 3000 équipé d'un auto-injecteur, d'un détecteur UV, et également d’une pompe 

permettant d’obtenir un gradient d’élution. Les différents éléments sont reliés à un micro-

ordinateur permettent de piloter automatiquement les différents composants du système 

chromatographique.  

Une colonne analytique de type C18 (Inertsil ODS-4) 5 µm, 4.6×250 mm a été utilisée 

comme phase stationnaire. La phase mobile est composée d’un mélange de deux solvants : le 

solvant A (Eau H2O) et le solvant B (Acétonitrile CH3CN) tout deux, supplémentés par 

l’acide trifluoroacétique à un débit de 1 mL /min. 

Le gradient d’élution (eau/ acétonitrile) commence à 5% d’acétonitrile pour augmenter de 

façon linéaire pendant 20 minutes  jusqu'à atteindre 95% , appliqué sur une durée de 24 

minutes. Le volume d’injection est de 10 µL et la température de la colonne a été réglée à 

30°C. La lecture est enregistrée à une longueur d’ondes de 276 nm utilisant un détecteur 

UV/V (Chen et al., 2017). 

La quantification de la patuline a été effectuée par mesure de l’air de pic, au temps de 

rétention de la patuline et la comparaison avec la courbe d’étalonnage.  

Le standard de la patuline a été fourni par NOVAKITS (Nantes, France), les solutions de 

dilutions de patuline ont été préparées en dissolvant 1mg de patuline dans 1 mL de méthanol 

et stockées à +4°C. 

3.8- Evaluation de la contamination naturelle des pommes destinées à la consommation 

Afin de déterminer une éventuelle contamination des pommes produites dans l’Est Algérien 

par la patuline et sa traçabilité comme biomarqueur d’effet, une étude a été menée sur des 

pommes destinées à la consommation directe de la population. Dans ce but, des pommes 

présentant des taches circulaires, de couleur marron avec différents diamètres ont été 

collectées à partir des marchés publics de la wilaya de Constantine. 

 

 



Matériel et Méthodes 
 

49 
 

3.8.1- Les fruits  

Les fruits de pommes utilisés dans cette partie appartiennent à la variété Golden delicious. 

Une quantité de 20 pommes a été utilisée et les parties présentant les lésions marron de 

diamètre allant de 0.6 à 2 cm, ont été enlevées du fruit à l’aide d’un couteau désinfecté à 

l’hypochlorite de sodium puis flambé au bec bunsen. La quantité de 100 g de tissues infectés a 

été pesée et broyée à l’aide d’un blender électrique, pour être analysée par la suite. 

3.8.2- Extraction de la patuline à partir des tissues de pommes infectées naturellement 

L’extraction de la patuline a été effectuée selon la méthode de l’AOAC (2000) décrite 

précédemment. Pour ce faire, les 100 g de la pulpe ont été soumises à l’extraction de la PAT 

avec 100 mL d’acétate d’éthyle, en mélangeant vigoureusement pendant 5 min au vortex. 

L’extraction a été répétée 3 fois, avec le même volume d’acétate d’éthyle afin d’extraire le 

maximum de mycotoxine recherchée. 

Les phases organiques obtenues ont été combinées ensuite, lavées avec 100 mL de la solution 

de carbonate de sodium (1.5%, w/v). Après une agitation de 2 min, le mélange a été introduit 

 dans une ampoule à décanter et encore une fois la phase organique a été récupérée et séchée 

avec 100 g de sulfate de sodium anhydre, a travers du papier Wattman n°1. Enfin, le mélange 

a été concentrée à l’aide d’un Rotavapeur à 40°C et l’extrait recueilli a été dissous dans un 

volume de méthanol et a été conservé à +4°C en obscurité. 

3.8.3- Détermination de la patuline contenue dans les pommes infectées naturellement 

par CCM  

Les extraits ont été analysés par CCM, pour ce faire, la même phase mobile utilisée 

précédemment a été adoptée (Toluène ; acétate d’éthyle ; acide formique) (5 :4 :1/ V: V: V).  

Le standard de la PAT et le révélateur MBTH 5% ont été utilisés (Welke et al, 2011). 

3.9- Etude de la diffusion de la patuline des tissues infectés aux tissues sains dans les 

pommes 

Cette étape a pour objectif de mettre en œuvre la capacité de la mycotoxine de migrer à partir 

des parties infectées de la pomme aux parties non infectées visuellement. Pour ce faire, la 

méthode de Wei et al (2017) a été employée avec quelques modifications. Pour ce test, nous 

avons utilisé un seul isolat (S7) des trois sélectionnés ;   comme étant le plus pathogène. La 

souche a été cultivée sur milieu MEA à 28°C jusqu'à apparition de spores et une suspension 

sporale d’une concentration de 106 spores/ mL a été obtenue à partir de cette culture.  
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Les mêmes étapes de l’inoculation artificielle des pommes effectuées dans la section (3.7.1) 

ont été réalisées. Après la période d’incubation des fruits, les pommes ont été analysées 

comme suit : 

La lésion visible marron causée par le pathogène et qui constitue la section S0 a été enlevée. 

Ensuite des sections de 1cm ont été coupées radialement en expansion de la lésion. Chaque 

fruit a été divisé en 5 sections (S0, S1, S2, S3 et S4) ou à partir du site de lésion (S0) une 

distance de 1cm sépare chaque section (3 pommes ont été utilisées pour la même souche). 

3.9.1- Extraction de la patuline à partir des sections obtenues 

L’extraction de la patuline à partir de chaque section a été effectuée selon la méthode de 

l’AOAC (2000) avec quelques modifications. Pour ce faire, 4 g de chaque section ont été 

broyés puis 4mL d’acétate d’éthyle ont été ajoutés et le mélange a été bien homogénéisé au 

vortex pendant 3 min (l’extraction a été réalisée 3 fois). 

 Les phases organiques ont été combinées et lavées avec 4 mL de la solution de carbonate de 

sodium (1.5%, v/w) puis, la phase organique a été encore une fois récupérée et séchée avec 4g 

de sulfate de sodium anhydre. Après évaporation, chaque extrait a été dissous dans 500 µL de 

méthanol et conservé à + 4°C en obscurité. 

3.9.2- Détermination de la patuline dans chaque section par CCM 

Les extraits obtenus à partir de l’extraction de la patuline contenue dans chaque section ont 

été analysés par CCM selon la méthode de Welke et al. (2011) comme il a été décrit dans le 

paragraphe de la section (3.6.3).   
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4-Résultats 

Le présent travail porte sur l’isolement et la sélection de souches fongiques mycotoxinogènes 

contaminant certains fruits produits dans l’Est Algérien, et sur l’évaluation de la capacité des 

souches sélectionnées à produire des mycotoxines in vitro et de tester leur pathogénicité in 

vivo. 

Pour rappel, les fruits utilisés dans ce travail sont : les pommes produites dans la région d’Aris 

située au Sud-est de la wilaya de Batna (localisée à 900 m d'altitude, avec 35 ° 33 ′ 0 ″ Nord, 

et 6 ° 10 ′ 12 ″ Est), les fruits d’abricots produits dans la région de N’Gaous, située au centre 

de la wilaya de Batna et les produits de transformation des abricots (pulpe et jus) ont été 

fournis gentiment par l’entreprise E.N.A.J.U.C en saison de juin 2012. 

4.1- Isolement des mycètes  

L’isolement effectué sur milieu MEA (Malt Extract Agar) et PDA (Potato Dextrose Agar) a 

permis de collectionner 23 isolats fongiques répartis comme suit ; 6 isolats obtenus à partir 

des fruits d’abricots, 17 autres à partir des fruits de pommes, alors que l’isolement à partir des 

produits de transformation n’a donné aucun isolat fongique. Les résultats obtenus sont 

récapitulés dans le tableau 6. 

Tableau 6 Isolats fongiques obtenus des différents échantillons utilisés 

  

4.2- Sélection des isolats mycotoxinogènes 

Ce test tend à sélectionner, parmi  les isolats, les microorganismes producteurs de substances 

à activité antimicrobienne. Parmi les vingt trois isolats fongiques testés seuls, deux isolats 

obtenus à partir des fruits de pommes (S3 et S7) possèdent un effet antibactérien contre les 

Echantillons Provenance des échantillons     Nombre d’isolats  

    fongiques obtenus 

Abricots N’Gaous                    6 

Pommes  Aris                   17 

Produits de 

transformation des fruits 

(jus de pommes et 

d’abricots) la pulpe 

d’abricot 

 

N’Gaous 

 

Absence d’isolat fongique 

              Total : 23    
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deux bactéries test utilisées en l’occurrence, Bacillus subtilis et E. coli, en développant une 

zone d’inhibition mesurée au millimètre près. 

Les résultats illustrés dans le tableau (7) montre que l’isolat S7 a développé la plus importante 

zone de lyse estimée à 18 mm sur les deux bactéries test, suivi par l’isolat S3 (10 et 11 mm) et 

enfin l’isolat S4, qui n’a montré aucune zone d’inhibition vis-à-vis les bactéries test. 

Tableau 7 Isolats fongiques développant une activité antibactérienne 

Code d’isolat         Source d’échantillons Diamètre de la zone d’inhibition (mm) 

Bacillus subtilis                      E. coli   

S7         Fruits de pommes             18                                  18 

S3         Fruits de pommes             10                                  11                                   

S4         Fruits de pommes              0                                    0 

 

L’aspect des zones de lyses développées par chaque isolat fongique testé est représenté dans 

le tableau 8. 
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Tableau 8  Zones d’inhibition de croissance bactérienne développée par les isolats testés 
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4.3- Identification des isolats sélectionnés 

4.3.1- Etude des caractères culturaux 

L’aspect macroscopique de chaque isolat sélectionné a été étudié après 7 jours d’incubation  

sur milieux MEA et CYA. En effet, les résultats montrent que les isolats S3, S4 et S7 sont des 

mycètes filamenteux (moisissures). Quelques caractéristiques des colonies fongiques ont été 

prises en considération, notamment ; la couleur, l’aspect, et le relief des colonies (Tableau 9).  

L’étude des caractères macroscopiques des isolats S3, S4 et S7 a permis de  révéler les 

caractéristiques  suivantes : 

Sur le milieu MEA, la croissance des isolats S3, S4 et S7 est plus au moins rapide et peut 

atteindre de 20 à 40 mm. Les colonies ont une texture lisse, une couleur vert foncé à grise et 

un revers pâle coloré parfois par le pigment soluble brun orangé.  

Sur le milieu CYA, les colonies atteignent un diamètre allant de 30-40 mm, de couleur vert 

foncé et blanche en extrémités, plissées radialement avec des aires adjacentes floconneuses à 

veloutées et ont un revers brun foncé à pâle. Sur ce milieu, les isolats S3, S4 et S7 ont montré 

une production d’exsudat brun-orangé pâle et d’un pigment soluble de couleur caramel. Ces 

isolats ont la spécificité de former des touffes sur les marges de leurs colonies, autrement dit, 

leurs conidiophores ont tendance à fasciculer.  
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Tableau 9   Aspect macroscopique des isolats sélectionnés 

 

Milieux 

MEA CYA 

Colonie Revers Colonie Revers 

Is
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4.3.2- Etude des caractères morphologiques microscopiques 

L’observation microscopique des isolats (S3, S4 et S7), a permis de révéler que ces derniers 

ont un thalle sépté, hyalin et ramifié. Les conidiophores qui se sont formés sur le mycélium 

porte des têtes penicillaires terverticillaires. Les stipes ont des parois lisses, des phialides 

allongées ampouliformes à cylindriques et des conidies à paroi lisse de couleur vert terne, 

présentant une forme ellipsoïdale. Les résultats de cette étude préliminaire (aspect 

macroscopique et microscopique) confirment que les isolats appartiennent au genre 

Penicillium (Tableau 10). 

Tableau 10   Aspect microscopiques des isolats sélectionnés 

Isolats Tête conidienne conidies 

 

 

    Isolat S3 

  

 

 

   Isolat S4 

 

  

 

 

 

   Isolat S7 

  



Résultats 

 

57 
 

4.3.3- Etude moléculaire 

4.3.3.1- Extraction d’ADN 

L’identification des isolats fongiques a été réalisée au sein de laboratoire de Microorganismes 

et Biomolécules Actives (LMBA). Le bon déroulement de l’extraction d’ADN des isolats 

fongiques a été vérifié par Nanodrop 2000. Les résultats obtenus ont révélé une bonne 

concentration de l’ADN, R = (DO260/DO280)= 2 pour les trois isolats (S3, S4 et S7), résultat 

largement satisfaisant ce qui a permis de passer à leur amplification.   

4.3.3.2- Amplification de l’ADN (réaction PCR) 

Les ADN codants pour les ARN ribosomaux 18S des trois isolats ont d’abord été amplifiés 

par la technique de la PCR. Les produits PCR obtenus ont été analysés par électrophorèse sur 

gel d’agarose. Une bonne migration et visualisation des bandes, a été notée pour tous les 

isolats.  

4.3.3.3- Séquençage 

 Les produits PCR obtenus ont été séquencés et comparés, par la suite, aux séquences, des 

autres microorganismes, enregistrées au niveau de la base de données Genbank. L’analyse des 

séquences de la région ITS et du gène β-tubuline des souches fongiques a permis d’affilier les 

trois souches à l’espèce Penicillium expansum (Tableau 11). Le blast des séquences corrigées 

est illustré dans les figures (13, 14 et 15). 

 

                   

TGGTAACCAAACGGTGCTGCTTTCTGGTAAGTGCCGAGCTTTTTTTTCGCGTTGGGTATCAATTGACAATTTACT

AACTGGATTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGTCTCGATGGTGATGGACAGTAAGTTCAACGGTGAT

GGGTTTCTAGTAGATCACACGTCTGATATCTTGCTAGGTACAATGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATG

AACGTCTACTTCAACCATGTGAGTACACCGACTGTTTACCGAATAATCGTGCATCATCTGATCGGATCTTTTTCT

TTGATAATCTAGGCCAGCGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGG

ACGCTGTCCGCTCCGGTCCCTTCGGCAAGCTTTCCGCCCCGACAACTCGTC 

    

Figure  13  Séquences du gène de β-tubuline de l’isolat S3 après correction par le programme 

«Bioedit» 
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TTGGGTTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGAC

GCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGAATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCGGGCTT

GAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTC

GATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGA

GATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACGACAATCTTCAGGCAGAGTTCGGGGGTGT

CTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGTGAGCCCCCCGGCGGCCAGTTAAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACGA

GGTAAATAAACACGGGTGGGAGGTTGGACCCAAAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTAGGCA

CTACACAAGTGAGGG 

           Figure 14  Séquences du gène ITS de l’isolat S4 après correction par le programme 

« Bioedit » 

 

ATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACG

CGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGAATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCG

GGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGC

GTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCAT

CGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACGACAAT

CTTCAGGCAGAGTTCGGGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGTGAGCCCCCCGGCGGC

CAGTTAAGGCGGGCCCGCCCAAGCAACGAAGGTAAAATAAACACGGGGTGGGGAGGTTGGACCCA

AAGGGGCCCTCCACTCCGGTAATGG 

 Figure 15  Séquences du gène ITS de l’isolat S7 après correction par le programme 

« Bioedit » 

 

 

 L’isolat S3 : la séquence de la région β-tubuline de la souche S3 présente 99% 

d’identité avec celle de Penicillium expansum (LN896427.1). 

 

 L’isolat S4 : l’isolat S4 présente des homologies de 100% avec l’espèce Penicillium 

expansum (gi1135522019) et 100% avec Penicillium expansum (KX243329.1). 

 

 L’isolat S7 : un pourcentage d’identité de 99% a été obtenu entre les séquences de la 

région ITS  de la souche S7 et celle de Penicillium expansum (KP903574). 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1135522019?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FX6H8GP6014
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Tableau 11 Affiliation phylogénétique des trois isolats (paires d’amorces universelles) 

 

   Souches      Genre  Identité Espèces proches Numéro d’accession 

       S3  Penicillium     99% Penicillium expansum LN896427.1 

        

       S4 

Penicillium    100%  

   100%        

 

Penicillium expansum 

Penicillium expansum 

gi1135522019 

KX243329.1 

       S7 Penicillium     99% Penicillium expansum KP903574 

 

Les séquences obtenues des trois souches ont été enregistrées au niveau de Genbank sous 

les numéros d’accession : MN904448, MT023795, MN904449 respectivement. 

 

4.3.3.4- Analyse phylogénétique 

 

 

 

Figure 16 Analyse phylogénétique moléculaire des séquences de bêta-tubuline de la souche    

Penicillium expansum MT023795 (S3) par la méthode du maximum de vraisemblance.  

La valeur 0.05 indique l'échelle (nombre ou pourcentage de mutations entre les séquences) de l'arbre 

 

 S3

 MK134659.1 Penicillium maximae strain SL-CL7 beta-tubulin  partial cds

 MH544272.1 Aspergillus tamarii beta-tubulin partial cds

 Aspergillus insuetus

99

0.12

0.16

0.22

0.15

0.10

0.04

0.050

Penicillium  expansum (MT023795) 
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Figure 17 Analyse phylogénétique moléculaire des séquences ITS des souches Penicillium     

expansum MN904448 (S4) et Penicillium expansum MN904449 (S7) par  la méthode 

Maximum Likelihood. 

 

Selon la figure 16,  les séquences sont conservées à l'intérieur de l'espèce: les séquences des 

deux Penicillium diffèrent de celles des deux Aspergillus. Le clad comprenant les deux 

Aspergillus a une valeur Bootstrap égale à 99% ce qui correspond à une très forte robustesse 

de notre arbre. Outre, il existe une forte similitude des séquences d'Aspergillus d'une part et 

entre celles du Penicillium d'autre part, ce qui est synonyme d'homologie entre les séquences 

de chaque clad. L'arbre 1 (figure 16) n'a pas été construit en utilisant un outgroup car les deux 

clads sont suffisamment éloignées génétiquement.  

Dans l'arbre représenté par la figure 17, nous avons utilisé un outgroup qui est représenté par 

la souche Aspergillus nidulans (LN808965.1). Les souches Penicillium expansum MN904448 

(S4) et Penicillium expansum MN904449 (S7) ont été placées dans la même branche avec une 

valeur Bootstrap = 100%.  Après 1000 Bootsrap, les deux souches se retrouvent toujours sur 

le même clad. 

 

 

 

 S4_ITS

 S7_ITS

 AJ748133.1 Penicillium daleae strain RR 98

 LN808965.1 Aspergillus nidulans isolate 0511TES23W4

100

0.02

0.02

0.06

0.09

0.27

0.34

0.050

Penicillium expansum MN904448 

 
Penicillium expansum MN904449 
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4.4- Production des mycotoxines 

Cette partie a pour objectif de mettre en évidence la capacité des souches sélectionnées à 

produire les mycotoxines in vitro. 

4.4.1- Fermentation 

Après inoculation de milieu de fermentation (YES), les erlens ont été incubés à 28°C pendant 

16 jours pour les souches Penicillium expansum MT023795, MN904448 et MN904449 (S3, S4 et 

S7 respectivement). Une croissance est constatée à la fin de la durée de fermentation, 

caractérisée par le développement hétérogène (en filaments) du mycélium des trois souches 

dans le milieu de culture (Figure 18). 

 

Figure 18    Développement morphologique des souches sur milieu de fermentation : (A) souche  

S3 ; (B) souche S4 ; (C) souche S7.   

 

4.4.2- Extraction  

Après 16 jours d’incubation des trois souches de Penicillium expansum (S3, S4 et S7) en 

milieu YES, les surnageants des trois cultures ont été séparés de la biomasse par filtration sur 

papier Wattman n°1.  Une double extraction par l’acétate d’éthyle a été réalisée sur chacun 

des trois filtrats obtenus.  La séparation des phases est obtenue après décantation. 

A B C 
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     Figure 19  Extraction des métabolites secondaires par : l’acétate d’éthyle pour les souches, 

Penicllium expansum S3, S4 et S7.  

 

Les phases organiques contenant les métabolites secondaires (mycotoxines), ont été 

concentrées par évaporation. Les extraits obtenus à partir des cultures des souches de 

Penicillium expansum S3, S4 et S7 sont de couleur jaune.  

                                          

                   Figure 20  Extraits bruts des souches S3, S4 et S7 après concentration.  

4.4.3- Analyse chromatographique 

La chromatographie sur couche mince a permis de séparer les différents métabolites 

secondaires sécrétés par nos souches, contenus dans les extraits bruts (Figure 21).  
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Après révélation sous lumière UV aux deux longueurs d’ondes (276 et 366nm), 6 spots sont 

apparus dans les extraits provenant  des souches S3 et S7, et 5 spots concernant la souche S4. 

Le nombre de spots apparus diffère d’une souche à une autre, cela peut être expliqué par le 

fait que, le nombre de métabolites secondaires produit est propre à l’espèce en elle-même.    

La couleur des spots ne se visualise qu’après la pulvérisation des plaques par le révélateur 

MBTH 0.5% (3-methyl-2-benzothiazoline hydrazone hydrochloride) suivi de séchage à 

130°C pendant 15min.  La Patuline apparait au visible comme étant un spot jaune, avec un Rf  

estimé à 0.4 et donne un spot fluorescent jaune-orangé à 366nm (Figure 21).    

 

Figure 21   Détection de la PAT dans les extraits bruts des souches S3, S4 et S7 par CCM 

               (A) Aspect des plaques à 366nm ; (B) aspect à 276nm ; (C) aspect à 366nm après    

traitement au MBTH 5%. 

 

La CCM a été adoptée comme méthode préliminaire de mise en évidence de la capacité des 

souches sélectionnées à produire la patuline. Cette technique a permis de séparer les 

différentes molécules contenues dans les trois filtrats, dont la patuline apparue sous la forme 

d’un spot jaune orangé qui a migré avec la même distance parcourue par son standard (0.4).   

4.4.4- Identification de la patuline par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse 

Cette étape a pour but de confirmer la capacité des 3 souches de Penicillium à produire la 

Patuline et son identification dans l’extrait brut issu de la fermentation. De ce fait, le système 

GC-MS a été adopté.  

B C 
Spot de standard de la Patuline 

A 

S3 S4 S7 

Rf=0.4 
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La séparation des différents composés présents dans chaque échantillon est traduite par 

l’obtention de divers chromatogrammes après un temps d’analyse de 43min, les résultats sont 

présentés dans les  figures 22, 23, 24 et 25. 

 Les chromatogrammes ont révélés la présence de plusieurs molécules différentes dans les 

extraits bruts de fermentation et ce, en se basant sur leurs temps de rétention.  Le composant 

apparu au temps de rétention de 13.85min correspond à la molécule de la Patuline en 

comparaison avec le temps de rétention du standard de la patuline utilisée (Figure 22).  

 

 

Figure 22  Chromatogramme correspondant au standard de la patuline (100mg/ml). 

 

 

Figure 23  Chromatogrammes démontrant la présence de la patuline dans l’extrait brut de la souche 

Penicillium expansum MT023795 (S3). 
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Figure 24  Chromatogramme démontrant la présence de la patuline dans l’extrait brut de la souche 

Penicillium expansum MN904449 (S4) 

 

 

 

Figure 25  Chromatogramme démontrant la présence de la patuline dans l’extrait brut de la 

souche Penicillium expansum MN904448 (S7). 
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La chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse a permis 

l’obtention d’informations structurales sur la molécule de patuline.  En effet, après séparation, 

les molécules sont ionisées par impact électronique EI ensuite, elles passent vers l’analyseur 

de masse enregistre l’intensité du signal associé à cette espèce (de rapport m/z) en fonction du 

temps.  On obtient alors un spectre de masse caractérisé par m/z dans l'axe des X et l'intensité 

dans l'axe des Y. Les résultats d’analyses GC-MS ont confirmé la capacité des trois souches 

de Penicillium expansum à produire la patuline en milieu de culture liquide YES. L’ionisation 

par EI du standard de la patuline a permis de générer 10 ions moléculaires majoritaires de 

rapport m/z 110, 55, 53, 126, 27, 154, 82, 54, 43 et 29 (figure 26). 

 

 

 

Figure 26  Spectre de masse obtenu par GC-MS pour le standard de la patuline 

 

Le spectre de masse obtenu correspond à une composition élémentaire C7H6O4 et les 

différentes caractéristiques de la molécule de cette patuline sont récapitulées dans le tableau 

12. 

 

 

 

 

 

 



Résultats 

 

67 
 

 

Tableau 12 Différentes caractéristiques de la molécule de Patuline 

 

De plus, l’analyse des spectres de masse de la PAT contenue dans les extraits bruts de chaque 

souche de Penicillium expansum, a permis l’obtention de multiples ions fragments qui sont a 

peu prés similaires à ceux obtenus après fragmentation du standard de la patuline (Figure 

27,28, et 30). Les ions moléculaires majoritaires générés pour le standard, sont les mêmes 

apparus dans les spectres de masse des extraits de nos trois souches.    

  

 

 

Figure 27  Spectre de masse de la molécule de patuline sécrétée par la souche Penicillium expansum  

MT023795 (S3) 

 

Composé RT(min) Formule Poids 

moléculaire 

Masse 

exact  

structure 

Chimique 

Les ions 

Fragments 

Patuline 13.856 C7H604 154 154.026608 

 

27,29,43,53,54 

55,82,110,126, 

154 
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Figure 28  Spectre de masse de la molécule de patuline secrétée par la souche Penicillium 

expansum  MN904449 (S4) 

 

 

Figure 29  Spectre de masse de la molécule de patuline sécrétée par la souche Penicillium 

expansum  MN904448 (S7) 
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4.5 – Test in vivo de la pathogénicité des souches sélectionnées 

Cette étape a pour but de tester la capacité des souches sélectionnées à provoquer l’infection 

de la pourriture bleue sur des pommes saines de la variété Golden delicious et Fuji. 

L’inoculation des pommes avec les suspensions sporales (106 conidies/ml) des souches ; 

Penicillium expansum MN904449 (S4), P. expansum MT023795 (S3) et P. expansum   (S7)  a 

provoqué  l’apparition de lésions brunes après 9 jours d’incubation à 25°C. En effet, les trois 

souches testées ont pu provoquer des symptômes typiques à celles de la pourriture bleue en 

post-récolte. Ces symptômes se manifestent par des lésions molles, aqueuses, de couleur 

brune à marron et se développant en forme circulaire pour les deux variétés de pommes. 

Lorsque les lésions atteignent un certain diamètre, une formation de spores bleu-verte prés du 

site d’inoculation a été observée (figure 30) et les fruits, à la fin d’incubation, dégageaient une 

odeur moisie-terreuse. 

 

 

 

 

A 

B 

Golden delicious 
Fuji 
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Figure 30   Aspect des lésions induites par les trois souches de Penicillium expansum sur des 

pommes de la variété Golden delicious et Fuji : (A) la souche S7 ; (B) la souche 

S4 ; (C) la souche S3 

4.5.1-- Evaluation de la production de patuline in vivo 

Cette étape a pour but de quantifier la patuline produite in vivo dans les fruits de pommes par 

les trois souches pathogènes. Dans ce contexte, le même test réalisé dans la section précédente 

a été reproduit sur, seulement, des pommes de la variété Golden delicious.  Après la durée 

d’incubation, l’inoculation des pommes par la suspension sporale des trois souches a induit 

les mêmes symptômes décrits dans le précédent test in vivo, typique aux symptômes décrits 

pour l’infection de la pourriture bleus des pommes en post-récolte (Figures 31, 32 et 33). 

 

 

Figure 31  lésions causées par inoculation de la souche P. expansum MN904449 (S4) après 9 jours   

d’incubation à 25°C 

C 
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Figure 32  Lésions causées par inoculation de la souche P.expansum MT023795 (S3) après 9 jours 

d’incubation à 25°C 
 

 

Figure 33  lésions causées par inoculation de la souche P. expansum MN904448 (S7) après 9 jours 

d’incubation à 25°C 

 

D’une autre part, le suivi du développement des lésions formées sur les pommes inoculées par 

les trois souches pathogènes a été vérifié chaque 3 jour depuis le jour de l’inoculation jusqu'à 

la fin d’incubation. L’infection augmentait progressivement jusqu'à atteindre un diamètre de  

48mm pour la souche S4, 50mm pour la souche S3 et 52mm pour la souche S7. La souche S4 

induisait les lésions de diamètre moins remarquable par rapport aux 2 autres souches. Le 

développement radial de ces lésions s’est avéré linéaire entre le 3em et le 9em jour (Figure 34) 

et augmente de façon graduelle en fonction du temps, et le même profil a été observé pour 

toutes les souches. Après la période d'incubation, la taille des lésions était supérieure à la 

moitié de la pomme. 
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Figure 34  Cinétique de développement des lésions causées par Penicillium expansum MT023795 

(S3) sur des fruits de pommes  

 

 

Figure 35  Cinétique de développement des lésions causées par Penicillium expansum MN904449 

(S4) sur des fruits de pommes 
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Figure 36  Cinétique de développement des lésions causées par Penicillium expansum MN904448 

(S7) sur des fruits de pommes à 25°C pendant 9 jours d’incubation 

 

 

Les résultats des vitesses avec lesquelles se propagent les lésions causées par les 3 souches sur 

le fruit, révèlent que la souche Penicillium expansum MN904448 (S7) est le pathogène qui a 

montré le diamètre de lésions le plus important en fin d’incubation par rapport aux deux 

autres pathogènes, en revanche,  la souche S4 a montré significativement le diamètre et la 

vitesse de développement de lésions la moins importante par rapport à la souche Penicillium 

expansum S3 et S7. 
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Figure 37  Evaluation de la différence de la vitesse de développement des lésions entre les 3  

souches de Penicillium expansum 

Les parties infectées (lésions brunes) ont été soumises à des extractions liquides à l’acétate 

d’éthyle, et les extraits obtenus ont été purifiés par chromatographie sur colonne (Figure 38). 

 

Figure 38   Différentes étapes de l’extraction de la patuline à partir des lésions induites par les 

trois pathogènes ; (A) séparation de la phase organique, (B) séchage de la phase 

organique par le Na2SO4, (C) purification des extraits par CC, (D) différentes 

fractions obtenues.  
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4.5.2- Analyse de la patuline produite in vivo par CCM 

L’analyse de chaque fraction sortant de la colonne a été effectuée en premier lieu par CCM. 

Les résultats obtenus pour les pommes inoculées par la souche pathogène S7 (Penicillium 

expansum MN904448), ont révélé la capacité de cette souche à produire de la patuline in vivo 

à 25°C. La production de cette mycotoxine se caractérise par l’apparition de spot jaune au 

visible et jaune orangé à 366nm après traitement à l’MBTH 0.5%. L’intensité des spots était 

importante et diffère d’une fraction à une autre. Pour la pomme n°1  11 fractions ont été 

obtenues, de la fraction 1 à 5 on remarque l’absence de patuline, en revanche, à partir de la 

fraction 7 à 9 la présence de la patuline a été caractérisée par un spot jaune et un Rf=0.5. Les 

fractions 10 et 11 montraient des spots jaunes avec une intensité moins importante que les 

autres spots.  La production de la patuline a été notée dans les trois fruits de pommes infectées 

par la même souche (Figure 39). L’absence de spots jaune dans quelques fractions, est due à 

l’affinité des différents composés présents dans le mélange  pour le solvant d’extraction.  

 D’après les résultats de l’analyse des différentes fractions par CCM, on remarque que la 

production de la patuline au niveau de la pomme n°2 été remarquable suite à l’intensité 

importante des spots obtenus où le Rf des spots est estimé  à 0.4. 

  

Spot de la patuline 
Pomme 1 Pomme 2 

P. expansum S7 P. expansum S7 

Spot de la patuline 

Rf=0.4 
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 Figure 39 Détection de la patuline produite in vivo par Penicillium expansum  MN904448 (S7) par 

CCM à 366 nm                                    

La patuline produite par la souche S3 Penicillium expansum MT023795 (S3) in vivo, a été 

également déterminée par CCM. Les résultats ont démontré la capacité de cette souche à 

produire la patuline dans les pommes utilisées à 25°C. Les spots obtenus avaient des Rf=0.4 et 

0.5 (Figure 40). 

          

Pomme 3 

Pomme 1 Pomme 2 

Spot de la patuline de 

faible intensité 

P. expansum S7 

Spot de la patuline 

Rf=0.4 

P. expansum S3 P. expansum S3 

Spot de la patuline  

Rf=0.5 
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Figure 40 Détection de la patuline produite in vivo par Penicillium expansum MT023795 (S3) par 

CCM à 366nm 

Malgré l’inoculation de la même souche S3 dans les trois pommes, on remarque que la 

patuline produite dans les pommes n°2 et 3 était importante par rapport à la pomme n°1 suite 

à l’intensité des spots correspondant à la patuline (Figure 40).   
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Figure 41    Détection de la patuline produite in vivo par Penicillium expansum MN904449 (S4) par 

CCM à 366nm  

Les résultats des analyses CCM des fractions obtenus  à partir de l’extraction des tissus de 

pommes, infectés par la souche S4 (Penicillium expansum MN904449), in vivo ont  révélé 

qu’on effet, cette souche produit la patuline mais d’une façon moins importante que les autres  

deux souches. De plus, la production a été marquée uniquement dans un seul fruit (pomme 

n°1) (Figure 41) et avec une intensité de spot très faible par rapport aux deux autres 

pathogènes. Malgré la capacité de la souche S4 à induire des lésions identiques à ceux 

décrites pour la pourriture bleue des pommes en post-récolte, elle ne produit pas en revanche, 

la mycotoxine de façon significative par rapport à la maladie qu’elle cause. Ceci peut être 

expliqué par le fait que la  production de métabolites secondaires varie au sein de la même 

espèce voir au sein de la même souche.   

4.5.3-Analyse de la patuline produite in vivo par UPLC 

Cette étape à pour but de confirmer encore une fois la production de la patuline élaborée in 

vivo par nos 3 souches pathogènes de Penicillium expansum, considéré comme le principal 

pathogène des pommes en post-récolte et ainsi la quantification de la patuline produite par 

chaque souche. De ce fait, le système UPLC a été utilisé. Les analyses ont été réalisées 

conjointement et en utilisant le standard de la patuline (pure à 99.99%) et les fractions 

résultantes de l’extraction liquide des tissus infectés par les 3 souches. La phase mobile 

utilisée, est composée d’eau et d’acétonitrile (ACN) avec un gradient d’élution. 

Pomme 3 

Absence de  patuline 

P. expansum S4 



Résultats 

 

79 
 

L’identification est basée sur la comparaison des temps de rétention de la patuline contenue 

dans les différentes fractions avec celui du standard dans les mêmes conditions opératoires. 

Le résultat illustré dans la figure 42 représente le profil chromatographique de standard de 

patuline. On remarque la présence d’un seul pic majoritaire, qui a un temps de rétention (tR= 

9.35min). 

 

  

             Figure 42   Chromatogramme correspondant au standard de la patuline (1mg/ml) 
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Figure 43 Chromatogrammes représentant la présence de patuline dans les tissus de pommes infectées 

in vivo par les trois souches ; (A) S7  P. expansum MN904448, (B) S3 P .expansum 

MT023795, (C) S4 P. expansum MN904449 

Ainsi, les résultats de l’analyse des fractions issues de l’extraction de la patuline produite dans 

les tissues de pommes infectées in vivo, a permis l’obtention des chromatogrammes présentés 

dans la figure 43. Il ressort de cette expérience que les fractions analysées contenaient la 

mycotoxine recherchée, qui est caractérisée par l’apparition dans les trois échantillons d’un 

pic majoritaire ayant le même temps de rétention (9.35, 9.31 et 9.33min) de standard de la 

patuline (tR=9.35min). Ce qui permet de confirmer que le métabolite produit par les 3 

pathogènes correspond précisément à la molécule de patuline. 

Par ailleurs, la quantification de la patuline produite par les trois pathogènes, a été effectuée 

par mesure des airs de pics obtenus des échantillons au même temps de rétention du standard, 

et les comparants à ceux établis dans la courbe d’étalonnage.  

La courbe a été réalisée à partir des solutions de dilution obtenues à partir de 1mg de standard 

dissous dans 1ml de méthanol. La courbe d’étalonnage est linéaire dans la gamme de 

1.0 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 
-50 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

300 Hamida  S4 UV_VIS_1 
mAU 

min 

1 - 1,160 

3,080   
5 - 6,850 0  

8 – 9.333 

9 – 10.110 
     21  

23-22.666 
 

WVL:276 nm 
C 



Résultats 

 

82 
 

concentration allant de 3.9 à 500µg/ml de patuline avec un coefficient de corrélation=0.996  

ce qui traduit une bonne calibration (Figure 44). 

                                          

 Figure 44 Courbe d’étalonnage des concentrations des solutions de standard de la patuline 

 

La patuline a été détecté dans les fragments des tissus de pommes infectés par la souche S7 

P.expansum MN904448, avec des concentrations de 403.5 et 469.4µg/ml. Par ailleurs, la 

souche S3 P.expansum MT023795 accumule dans les tissus de pommes des concentrations en 

patuline de 339.5 et 360µg/ml. En revanche, la souche S4 P.expansum MN904449 produit 

une quantité moins importante de patuline estimée à 0.57 et 3µg/ml. Ces résultats sont en 

corrélation avec ceux obtenus en CCM, ou les fractions issues de l’extraction de patuline à 

partir des tissus de pommes inoculés par les souches S3 et S7 présentaient des spots de 

patuline d’intensité importante.  Par contre, la souche S4 et malgré qu’elle induit l’infection 

de pourriture bleue, elle ne produit pas de quantités importantes de patuline in vivo.   

4.6- Evaluation de la contamination naturelle des pommes destinées à la consommation 

et le rôle de patuline comme biomarqueur d’effet 

Cette étape a pour but d’estimer l’occurrence de la patuline dans les fruits de pommes exposés 

à la consommation directe des consommateurs en suivant, la patuline comme biomarqueur 

d’effet. Après une extraction liquide à l’acétate d’éthyle et une concentration au rotavapor, 

l’échantillon a été purifié sur colonne de gel de silice puis les fractions obtenues ont été  

analysées par CCM (comme il a été décrit dans la section 4.5.2). En effet, les résultats 

représentés dans la figure 45 mettent en évidence la contamination naturelle des pommes par 

la patuline et sa présence dans les tissus infestés. Selon l’intensité des spots (révélés après 

traitement au MBTH 0.5%), la quantité de patuline présente dans les tissus s’avère plus au 
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moins importante. D’après ces résultats, la patuline contaminant les fruits de pommes est 

considérée comme biomarqueur d’effet par son omniprésence dans les fruits et le changement 

physiologique (pourriture bleue) au niveau des tissus de pommes, révélant ainsi, l’exposition 

des pommes à l’organisme producteur Penicillium expansum.  

Il est à mettre en exergue que la présence de la patuline dans les lots de fruit destiné à la 

consommation est un excellent biomarqueur, car sa détection précoce par une analyse de 

routine prédit le pourrissement et le développement de la moisissure avant son apparition sous 

forme d’amas de spores. En revanche, la présence de la moisissure ne signifie pas 

automatiquement la sécrétion de la patuline.  

       

                      

Figure 45  Révélation  par CCM de la présence naturelle de patuline dans les pommes 
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4.7-Etude de la diffusion de la patuline des tissues infectés aux tissues sains dans les 

pommes 

Cette partie de travail a pour but de mettre en œuvre la capacité de la patuline produite in vivo 

de migrer a partir des sites infectés aux parties saines du fruit. Pour ce faire, la souche S7 P. 

expansum MN904448 a été sélectionnée pour ce test, vu son pouvoir mycotoxinogène décrit 

dans les parties antérieurs comme étant la souche la plus virulente. 

  

4.7.1- Extraction de la patuline à partir des sections obtenues 

Les sections obtenues, ont été soumises à des extractions liquides à l’acétate d’éthyle, les 

extraits obtenus (figure 46) ont été destinés pour l’identification de la patuline par CCM.   

 

 

Figure 46  Différents extraits obtenus à partir des sections réalisées sur les 3 pommes inoculées par 

Penicillium expansum MN904448 (S7) 

4.7.2- Détermination de la patuline dans chaque section par CCM 

Les résultats des analyses CCM effectuées sur les différentes sections ont permis d’obtenir les 

profils illustrés dans la figure 47. En effet, l’analyse des spots apparus à 276nm et en les  

comparants au standard de la patuline, permet de confirmer la diffusion de la patuline au delà 

de la zone d’inoculation (section 0). C'est-à-dire, la molécule de la patuline même en 

éliminant la zone pourrie, elle est présente dans la section (S1) et la section (S2) mais 

apparemment sous forme de trace et cela par rapport à l’intensité des spots (figure 47). Ces 
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résultats confirment la capacité de la mycotoxine à migrer a travers les tissus des pommes 

infectés aux parties saines du fruit.  

Ce résultat peut servir également comme marqueur d’effet, pour le contrôle de qualité 

d’hygiène et de sécurité alimentaire et permet par conséquence, de déduire que le danger de la 

patuline est présent même dans les parties qui apparaissent saines dans le fruit révélant des 

spots de pourriture brunes.  

  

Figure 47  Analyse CCM de différentes sections des pommes inoculées par Penicillium expansum 

MN904448 (S7)   (A) Pomme n°1 ; (B) pomme n°2 
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5- Discussion 

De nos jours, la sécurité alimentaire est la préoccupation majeure de l’homme car, les produits 

chimiques, sont de plus en plus, présents dans notre environnement (Carvalho, 2017). Les 

produits alimentaires sont une importante voie d'exposition aux contaminants tels que les 

dioxines, les mycotoxines, les métaux lourds, les pesticides, les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques, les médicaments et les hormones (Traag et al., 2013; Pose-Juan et al., 2016). 

En outre, les denrées alimentaires représentent une source de contamination par divers 

microorganismes, parmi lesquels ; les moisissures. Le risque microbiologique survenant de « 

l’attaque» des aliments par ces champignons saprophytes ne se réduit pas simplement à 

l’occurrence de ces êtres minuscules qui altèrent les qualités organoleptiques et nutritionnelles 

des denrées alimentaires,  mais réside aussi dans la présence de métabolites toxiques appelés « 

mycotoxines» qu’ils élaborent dans l’aliment envahi (Tannous, 2015). Ces composés de 

structures chimiques très variées et de toxicités différentes, sont responsables de 

mycotoxicoses. La production de mycotoxines par ces champignons dans les cultures peut se 

dérouler à différentes étapes de la chaîne de production : avant la récolte, durant la récolte, le 

séchage ou encore lors du stockage. Les conditions climatiques, les mauvaises pratiques 

culturales ou de stockage peuvent permettre le développement de ces champignons 

filamenteux et augmentent ainsi, le risque de présence de mycotoxines (Snini, 2014). Elles 

contaminent les matières premières, pénètrent la chaine alimentaire et grâce a leur forte 

stabilité aux différents traitements appliqués (cuisson, stérilisation, etc.) elles perdurent tout le 

long de celle-ci même après l’élimination des organismes producteurs (AFSSA, 2009). 

Parmi les denrées alimentaires touchées par les moisissures et leurs mycotoxines ; les fruits. 

Ces aliments riches en sucre et en nutriments,  constituent des substrats acides favorables au 

développement de ces contaminants qui, parfois, leurs attaques sont accompagnées par la 

production de la Patuline, mycotoxine la plus répondue dans les fruits et leurs produits dérivés 

(El Hindi et al., 2011). L’Algérie, attentif au danger des moisissures toxinogènes mais, 

disposant, malheureusement, de très peu de laboratoires utilisant en routine le dosage des 

mycotoxines, ce qui engendre l’absence de l’application régulière des diverses mesures 

préventives ou procédures de surveillance pour palier au danger sur la santé du 

consommateur. En outre, la plus grande attention dans ce domaine est, constamment, réservée  

à la présence des Aflatoxines et des Ochratoxines dans les matières alimentaires premières 

susceptibles d’en contenir (Guezlane et al., 2016).  
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De ce fait, C’est dans cette optique que l’objectif de ce travail trouve son évolution en traitant 

les points suivants :  

-   Isolement de moisissures contaminants quelques fruits produits dans l’Est Algérien ; 

-   Sélection des isolats fongiques toxinogènes ; 

-   Identification des isolats producteurs de mycotoxines ; 

-   Production de la patuline par les isolats sélectionnés in vitro ; 

-   Evaluation de la capacité des souches toxinogènes à produire la patuline in vivo ;  

-   Evaluation de la contamination  naturelle des pommes par la patuline ; 

-   Etude de la diffusion de la patuline dans les fruits de pommes in vivo. 

La patuline est une mycotoxine de faible poids moléculaire, couramment rencontrée dans les 

fruits en général et plus particulièrement les pommes et les produits à base de pommes (Piqué 

et al., 2013). A cause de sa grande résistance aux traitements chimiques en haute température 

et sa stabilité en milieu acide, la patuline persiste tout au long de la chaîne de production 

jusqu’au produit fini (Dragacci et al., 2005). C’est pourquoi, l’échantillonnage pour ce travail 

a été effectué à partir des fruits de pommes (variété Golden delicious) produits dans la région  

d’Ariss, et des fruits d’abricots produits dans la région de N’gaoues situés, tous les deux, dans 

la wilaya de Batna à l’Est Algérien. Le choix de ce site de production, est dû à la place 

qu’occupe la wilaya dans la production de ces deux fruits (FAO, 2009). De plus, la région de 

N’gaous comporte le complexe de l’E.N.A.J.U ce qui a permis l’obtention des produits de 

transformation des abricots utilisés dans ce travail. 

Aussi, l’isolement des mycètes réalisé sur milieu PDA et MEA additionné de Streptomycine, 

qui permet l’inhibition de la croissance bactérienne, a abouti à l’obtention de 23 isolats 

fongiques, dont six ont été isolés à partir des abricots, dix-sept à partir des pommes et aucun 

isolat fongique n’a été obtenu des  produits de transformation de l’abricot. En effet, la 

présence de ces mycètes dans les fruits est influencée par plusieurs facteurs tel que : les 

conditions climatiques, la localisation géographique, les traitements agronomiques, la 

présence de microorganismes compétitifs, la récolte et les traitements post-récolte (Jackson et 

Al-Taher, 2008 ; Alegbeleye et al., 2018). Par ailleurs, la répartition disproportionnée des 

isolats obtenus peut être expliquée par le fait que chaque type de fruit a une flore microbienne 

spécifique, dont le nombre et l’activité changent d’une variété de fruit à une autre sous 

l’influence de différents éléments: la composition en sucres et nutriments, l’acidité (pH), la 

consistance de la chair et la composition en eau (Jackson et Al-Taher,2008). 
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 Les cultivars de fruits varient en charge microbienne. Cette différence est due aux 

caractéristiques chimiques de chaque cultivar telles que l'épaisseur et la résistance de la peau, 

fermeté de la chair, pH de la chair, taux de sucre, blessures à la surface du fruit, taux de 

composés antimicrobiens, et autres composants de fruit (zhong et al., 2018; Hussain et al., 

2020).  

En revanche, aucun isolat fongique n’a été obtenu à partir des produits de transformation des 

fruits d’abricots (pulpe et jus). Cela est dû au traitement physique appliqué par pasteurisation 

des produits finis qui élimine une grande quantité de microorganismes. En effet, l’absence 

totale de germes résulte de l’application de traitement thermique qui inhibe directement la 

germination des spores et la croissance mycélienne des champignons (Leneveu-Jenvrin et al., 

2019). 

Les différents isolats obtenus sont des moisissures appartenant aux différents genres, la 

plupart appartiennent aux genres Aspergillus, Penicillium, Rhyzopus, Muccor et quelques 

levures. Seuls les isolats des Penicillium et Aspergillus ont été retenus pour le reste de ce 

travail, car les genres Rhyzopus et Muccor sont considérés comme des contaminants banals et 

fréquents, et les levures ne sont pas réputées pour leur capacité à produire les mycotoxines 

(Botton, 1990 ; Guiraud, 1998). 

L'un des paramètres largement utilisé pour la détection des espèces mycotoxinogènes est la 

réalisation de test antimicrobien (Mosbah, 2017).  En effet, l’activité antibactérienne des 

isolats fongiques a été mise en évidence sur milieu GN en utilisant comme bactéries test : E. 

coli et Bacillus Subtilis. Ce test a permis la sélection de trois  isolats comme étant producteurs 

de métabolites à effet antibactérien et ce, grâce à l’apparition d’un halo transparent (zone 

d’inhibition) entourant les disques des colonies fongiques : deux isolats obtenus des pommes 

(isolats S3 et S7) et un seul isolat obtenu à partir des fruits d’abricot (S2). Ce résultat est 

considéré comme une réaction positive résultant de l’inhibition de développement des souches 

bactériennes par la diffusion de métabolites à effet antibactérien secrétés par les isolats 

fongiques dans le milieu. Ces métabolites biologiquement actifs ont la capacité d’induire des 

dysfonctionnements physiologiques chez les bactéries test menant à l’inhibition de leur 

croissance (Zinedine, 2004). Laarous et al. (2007) ont eux aussi adopté ce test pour 

sélectionner les espèces fongiques toxinogènes contaminants les pommes. 

L’étude de l’aspect macroscopique des isolats sélectionnés sur les milieux d’identification 

CYA et MEA, a permis de détecter la croissance plus au moins rapide sur les deux milieux, 
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des colonies d’aspect lisse et de couleur vert foncé à gris, la présence d’exsudats et de 

pigment soluble brun-orangé. Ces isolats ont démontré leur capacité de former des touffes sur 

les marges de leurs colonies. Par ailleurs, l’étude microscopique des isolats S3, S4 et S7 a 

permis de les identifier comme des isolats appartenant au genre Penicillium. 

La morphologie microscopique a révélé la présence d’un thalle sépté, hyalin et ramifié. Les 

conidiophores qui se sont formés sur le mycélium portent des têtes penicillaires 

terverticillaires d’où ressortent des conidies à paroi lisse de couleur vert terne, présentant une 

forme ellipsoïdale. Selon ces caractères macroscopiques et microscopiques les isolats ont a été 

identifié, en présomptive, comme Penicillium expansum (Andersen et al., 2004; Frisvad et 

Samson, 2004; Pitt et Hocking, 2009). Les résultats de l’étude macroscopique et 

microscopique sont en accord avec ceux de Vico et al. (2014), qui ont isolé et identifié des 

souches de Penicillium expansum à partir des fruits de pommes. 

Lorsque les caractéristiques morphologiques sont insuffisantes pour identifier un champignon, 

on utilise les techniques physiologiques et biochimiques. Cependant, pour des mycètes 

filamenteux  ces méthodes sont laborieuses, longues et quelques fois incomplètes (Frisvad et 

al., 1998 ; Guarro et al., 1999). De plus,  Penicillium est un grand genre, et de nombreuses 

espèces ont des propriétés macroscopiques et microscopiques très similaires, et en même 

temps il y a une variabilité au sein des espèces. Ce qui explique pourquoi d'autres 

identifications non ambigües ont nécessité souvent d'autres approches telles que 

l’identification moléculaire (Sanzani et al., 2013; Vico et al., 2014). 

Les méthodes moléculaires sont universellement applicables et permettent d’explorer le 

polymorphisme à différents niveaux (comparaison entre des souches, des espèces, des genres, 

etc.). Ces dernières sont basées sur l’étude d’un gène (locus), d’un fragment d’ADN défini 

(espaceur, intron, etc.), et de plusieurs gènes (multiloci) ou encore de l’ADN total dépendant 

du but poursuivi (Henson et French, 1993). Dans notre étude, la région ITS (Internal 

Transcribed Spacer) de l'ADN ribosomique a été amplifiée avec des amorces universelles 

ITS1 et ITS4 ainsi que le gène de la β-tubuline. ITS est le marqueur le plus largement 

séquencé pour les champignons, et universellement utilisé. Le gène de la β-tubuline riche en 

introns ou le taux de variabilité semble approprié permet une discrimination au sein de genres 

tels que Penicillium ou Aspergillus (Samson et al., 2004 ; Schoch et al., 2012). Le blast des 

séquences dans Genbank, a montré que les souches S3, S4 et S7 sont des souches de 

Penicillium expansum avec des numéros d’accession des souches homologues publiées à 
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Genbank en l’occurrence ; Penicillium expansum LN896427.1(S3), Penicillium expansum  

KX243329.1 (S4) et  Penicillium expansum KP903574.  

Plusieurs travaux ont montré l’utilisation des gènes ITS et β-tubuline pour déterminer les 

espèces du genre Penicillium. Vico et al. (2014) ont identifié des souches de Penicillium spp 

isolées de la pourriture bleue de la pomme comme étant Penicillium expansum, en amplifiant 

les régions ITS. De même, Hammami et al. (2016) ont pu identifier 23 souches de Penicillium 

expansum provenant de pommes infectées et de pommes non infectées, avec les mêmes 

amorces. De plus, des souches de Penicillium expansum causant la pourriture bleue sur des 

raisins ont été identifiées par séquençage du gène de β-tubuline (Correia, 2011). 

Les champignons sont des producteurs prolifiques de métabolites secondaires. Les toxines, 

métabolites secondaires sont des dérivés de précurseurs issus du métabolisme primaire, tels 

que l’Acétyle CoA, les acides aminés, les phénols ou les composés terpéniques. Les toxines 

fongiques sont souvent supposées être des armes chimiques, soit pour la défense des 

champignons, soit pour l’attaque de l’hôte (Vey et al., 1986; Ignoffo, 1988 ;Ravallec et al., 

1989). Plusieurs milieux ont été décrits dans la littérature pour la production de la patuline 

(Andersen et al., 2004), cependant, le milieu YES (Yeast Extract Sucroe) a été considéré 

comme sélectif pour la production de patuline.  Riche en vitamines du groupe B complexes, 

ce milieu favorise la métabolisation secondaire et induit les réactions anabolisantes conduisant 

à la production optimale des mycotoxines (Ammrouche, 2013). La croissance de Penicillium 

expansum dans le milieu liquide s’accompagne par l’excrétion de métabolites secondaires. 

Cette excrétion débute lorsque la culture fongique entre en phase stationnaire. 

La capacité de produire la patuline in vitro par les trois souches de Penicillium expansum 

isolées dans cette étude a été réalisée sur milieu YES à 28 ° C pendant 16 jours. Ce même 

milieu liquide et a été utilisé dans des travaux antérieurs (Andersen et al., 2004, Laarous et 

al., 2007, Elhariry et al., 2010, Vansteelandt et al., 2012, Gillot et al., 2017). Les souches de 

Penicillium expansum secrètent dans le milieu de culture des substances actives 

particulièrement la patuline  qui est généralement extraite par l'éthyle acétate. D'autres 

mycotoxines telles que la citrinine, la requefortine C, les communesines B et les expansolides 

A et B ont été produites par Penicillium expansum dans YES (Larsen et al., 1998; Andersen et 

al., 2004). Dans le but de mettre en évidence, la capacité des souches de Penicillium 

expansum à produire la patuline in vitro sur milieu YES, la patuline a été détectée en premier 

lieu par la technique de CCM.  C’est la technique traditionnelle pour la détermination des 
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mycotoxines. Son faible coût et sa simplicité sont les principaux avantages de cette procédure 

analytique (Cabrera de Oliveira et al., 2008). La patuline est détectable par sa fluorescence 

jaune-orangé à 366 nm après traitement au MBTH qui joue le rôle de chromogène, et qui rend 

la couleur jaune au visible de la patuline, en couleur jaune-orangé sous UV. Les mêmes 

résultats ont été obtenus par Martins et al. (2002) et Welke et al. (2011). Mais comme la 

technique de CCM reste une technique moins concluante, par rapport aux techniques moderne 

de séparation, nous avons eu recours à la GC-MS pour identifier et caractériser la molécule de 

patuline présente dans les extraits bruts issus de la fermentation liquide des souches utilisées. 

Cette technique est fournie avec précision et reproductibilité dans le domaine de la séparation 

et de l'identification des biomolécules. 

Des études antérieures, ont adopté cette technique. Kharandi et al. (2013) ont déterminé la 

présence de patuline dans le jus de pomme par GC-MS. De même, Rodríguez-Carrasco et al. 

(2012) ont démontré la présence de patuline et d'autres mycotoxines dans la semoule de blé 

avec la même technique et Hamza et al. (2015) ont analysé les divers métabolites produits par 

Penicillium expansum en culture liquide en identifiant vingt-huit composés par GC-MS. Au 

cours de notre étude, l’analyse des extraits bruts des cultures liquides des trois souches de 

Penicillium expansum par GC-MS, a permis de déceler la présence de patuline dans les trois 

échantillons. La patuline est apparue au même temps de rétention de son standard. De plus, la 

caractérisation structurale de cette molécule a été effectuée par la technique d’ionisation par 

impact électronique EI, qui a permis de générer 10 ions moléculaires majoritaires de rapport 

m/z 110, 55, 53, 126, 27, 154, 82, 54, 43 et 29. Les mêmes spectres de masse ont été obtenus 

pour la patuline contenue dans les trois échantillons, Nos résultats vont dans le même sens 

que ceux obtenus par Roach et al. (2002). 

P. expansum est l’agent responsable de la pourriture bleue des pommes en post-récolte 

entraînant des pertes économiques importantes dans l'industrie fruitière (Siddique, 2012). 

L’utilisation des trois souches de Penicillium expansum pour réaliser le test de pathogénicité 

sur des pommes saines ne présentant aucune blessure, et appartenant aux variétés Golden 

délicious et Fuji a donné des résultats positives. En effet, l’inoculation des suspensions 

conidiennes des trois souches dans les fruits de pommes a provoqué l’apparition de taches 

brunes circulaire due à la macération des tissus par la polygalacturonase, une enzyme qui joue 

un rôle important dans la pathogénicité de Pencillium expansum. Ce résultat est auparavant 

signalé dans les travaux précédents (Marin et al., 2006; Louw et Korsten, 2014; Baviskar et 

Dekate, 2016). 



Discussion 

 

92 

 

 L’infection en effet, progresse lentement au début, mais s’accélère au fur et mesure en 

fonction du temps d’incubation. Ce test de pathogénicité in vivo a montré que les trois 

souches étaient capables de provoquer des symptômes typiques à la pourriture bleue après 9 

jours d'incubation à 25 ° C.  Ces symptômes se manifestent par des lésions molles, aqueuses, 

de couleur brune à marron et se développant en forme circulaire pour les deux variétés de 

pommes. Lorsque les lésions atteignent un certain diamètre, une formation de spores bleu-

verte prés du site d’inoculation a été observée et les fruits à la fin d’incubation dégageaient 

une odeur moisie-terreuse. En effet, ces symptômes résultent du fait que le 

microenvironnement de la pomme peut être modifié par la sécrétion de Penicillium expansum 

de composés tels que l’acide D-gluconique, l’acide fumarique et la polygalacturonase qui 

augmentent sa pathogénicité et favorisent sa colonisation à la surface des pommes (Barad et 

al., 2014). Nos résultats sont plus au moins identiques avec ceux décrits par Vico et al. 

(2014) et Snini et al. (2016).   

Etant donné que les trois souches sont révélées pathogènes pour les fruits de pommes, un 

second test in vivo a été réalisé pour mettre en évidence la capacité des souches pathogènes à 

produire la patuline in vivo. En effet, les trois pathogène induisaient les mêmes symptômes 

décrits précédemment à 25°C pendant 9 jours sur des pommes de la variété Golden delicious, 

mais qui diffèrent d’une souche à l’autre. Le pathogène Penicillium expansum MN904448 

(S7) provoquait des lésions de diamètre plus important (52mm), suivi de la souche P. 

expansum MT023795 (S3) (50mm), tandis que la souche P. expansum MN904449 (S4) 

causait les  lésions les moins importantes par rapport aux premières (48mm). De même, la 

souche S7 présentait la plus grande vitesse de développement par rapport toujours aux deux 

autres souches. Le suivi de l’évolution du diamètre des lésions induites en test in vivo à été 

décrite dans les travaux de Welke et al. (2011). 

Le diamètre des lésions  induites par les pathogènes diffère d'une étude à l'autre. Reddy et al. 

(2010) ont obtenu  le plus grand diamètre de lésion (39,1 mm) après 9 jours d'incubation à 25 

° C.  De plus, Marin et al. (2006) ont obtenu un diamètre de 40mm entre 7-8 jours à 20 ° C, 

bien que Tannous (2015) a obtenu différents diamètres sur diverses variétés de pommes. 

Aussi,  Gong et al. (2019b) ont marqué un développement exponentiel des diamètres de lésion 

(38 et 40 mm) pour la fuji et la Golden après 8 jours d’incubation. Cela peut être expliqué par 

le fait que différents facteurs étaient probablement impliqués dans l'agressivité de chaque 

isolat vis-à-vis son hôte. En effet, le niveau de maturité du fruit hôte (immature, mature ou 
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trop mures) ainsi que le type de l’espèce hôte (souches) affectent l’étendue de l’invasion de 

Penicillium expansum (Buron-Moles et al., 2015 ; Yu et al., 2020).  

L’étape de production de patuline in vivo par les trois souches sélectionnées a pour but la mise 

en évidence de la virulence et l’agressivité de ces souches. En effet l’extraction liquide a 

l’acétate d’éthyle, une concentration au rotavapor et une purification par chromatographie sur 

colonne ont permis d’obtenir diverses fractions qui ont été analysées par CCM. Ces étapes 

d’extraction de la patuline ont été établies par l’AOAC et ont été adoptées par plusieurs 

auteurs (Oliveira et al., 2007; Garcia et al., 2011; Welke et al., 2011). La détection de la 

patuline produites dans les pommes inoculées par les trois souches de Penicillium expansum a 

été réalisée en premier lieu par CCM. Les profils chromatographiques des diverses fractions 

ont révélé des spots d’intensité importante correspondant à la patuline élaborée par la souche 

Penicillium expansum MN904448 (S7). De même, la souche (S3) Penicillium expansum 

MT023795 produit la patuline mais d’une façon moins remarquable que la première souche. 

Cependant, la souche (S4) Penicillium expansum  MN904449 semble être la moins 

performante et cela est traduit par la présence des spots de patuline marqués par une très 

faible fluorescence. 

Pour une meilleure quantification de patuline produite in vivo, les technique de séparation 

moderne sont les plus fiables et reproductibles. Beltran et al. (2014) ont identifié et quantifié 

la patuline dans les pommes et leurs produits dérivés par UPLC. De même, Karakose et al. 

(2015) ont utilisé l’HPLC à détection PDA pour la quantification de patuline dans les produits 

à base de pommes destinés aux enfants en bas âge. Dans notre étude les analyses UHPLC 

effectuées sur des fractions issues des tissus de pommes inoculées par nos trois souches 

pathogènes ont révélé que les résultats CCM du test in vivo sont en parfait accord avec celles 

de UHPLC.  

En effet, la souche S7 s’est montrée performante en sécrétant une quantité de patuline  très 

importante (469.4 µg/mL) qui dépasse les normes établies, suivie de la souche S3 qui produit 

aussi une bonne concentration (360 µg/mL) en 9 jours à 25°C. En revanche, la souche S4 

produit des quantités très inférieures par rapport aux deux autres souches (3µg/mL). Ces 

quantités de patuline diffèrent d’une étude à une autre. Celli et al. (2009) ont montré la 

contamination naturelle des pommes par la patuline avec des concentrations allant à 

120mg/kg. Par conséquent, Abramson et al. (2009) ont obtenu une concentration de patuline 

de 100 μg / mL dans une culture YES. De plus, Reddy et al. (2010) ont testé la pathogénicité 

de plusieurs souches de Penicillium expansum sur des pommes et d'autres fruits (abricots, 
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kiwis, pêches et prunes) et ont obtenu une production de patuline de 800 μg / kg sur les 

pommes. Aussi, Coton et al. (2020) ont enregistré une concentration en patuline estimée à 

40000ng/g de pommes. La quantité de patuline produite varie d'une souche à l'autre et c’est 

spécifique à la souche elle même. Garcia et al. (2011) ont suggéré que la production de 

mycotoxines est influencée par différents facteurs tels que la température, l'aération du 

substrat, l'activité de l'eau, la concentration d'inoculum, l'état physiologique de la moisissure, 

l'information génétique, l'âge de l'isolat, etc. Dans notre étude, les tests de pathogénicité 

réalisés avec les trois pathogènes sont en parfaite accord avec les résultats des tests de 

production de patuline in vivo.  

En effet, la souche Penicillium expansum MN904448 (S7) produit les plus grandes lésions. 

Elle est pathogène pour les pommes car elle a induit la maladie de pourriture bleue, et elle est 

la plus virulente car elle a produit la quantité la plus importante de patuline in vivo. De même, 

la souche Penicillium expansum MT023795 (S3) mais de façon moins remarquable que la 

souche S7. En revanche, la souche Penicillium expansum MN904449 (S4) cause l’infection 

de pourriture bleue mais avec un degré inférieur par rapport aux deux autres souches et 

produit par ailleurs, une très petite quantité de patuline ce qui fait qu’elle soit la moins 

virulente parmi ces trois pathogènes. Selon la définition de Yoder (1980), la pathogénicité est 

un terme qualitatif qui fait référence à la capacité d'un champignon à provoquer une maladie; 

tandis que la virulence est un terme quantitatif qui se réfère à la quantité ou l'étendue de la 

maladie. En se basant sur l'importance des mycotoxines dans la pathogenèse des plantes, 

certaines études ont porté sur le rôle de la patuline dans l’agressivité de Penicillium 

expansum. Sanzani et al. (2012) ont montré que la patuline pourrait être impliquée dans la 

pathogénicité et la virulence de Penicillium expansum, et ce en testant des souches mutantes 

et des souches sauvages de P. expansum in vivo. Ils ont pu démontrer que les souches de type 

mutantes ont pu produire la patuline mais de manière minime par rapport aux souches 

sauvages.  

De plus, l’incidence et la gravité de l’infection induites sur les pommes inoculées par les 

souches mutantes étaient plus faibles que celles inoculées avec les souches de type sauvage. 

Selon Snini et al. (2014), la patuline peut être considéré comme un facteur de virulence et non 

de pathogénicité. Ce qui peut expliquer le fait que la souche S4 et pathogène car elle se 

développe et a provoqué la macération des tissus de pommes.  Par contre, la présence de 

faible quantité en patuline produite par cette souche a diminué la vitesse de développement 

des symptômes. Nos résultats vont dans le même sens de ceux obtenus par Snini et al. (2016).     
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D'autres paramètres sont à prendre en considération. La composition des pommes en sucres 

ou en composés phénoliques peut aussi être un facteur influençant l'infection et la production 

de patuline par Penicillium expansum. Des études portant sur l'incidence des composés 

phénoliques sur la production de mycotoxines ont été réalisées chez différentes espèces 

fongiques. Une étude a démontré l'inhibition in vitro de la biosynthèse d'Aflatoxine B1 par 

trois acides phénoliques (Hua et al., 1999). D'autres travaux ont mis en évidence l'inhibition 

de la production d'Ochratoxine A et la croissance de diverses espèces du genre Aspergillus par 

des composés phénoliques (Palumbo et al., 2007; Romero et al., 2009).  

 

Actuellement, une seule étude rapporte l'effet de plusieurs composés phénoliques sur la 

croissance et la production de patuline par Penicillium expansum. La quercétine et 

l'umbélliferone semblent être les plus efficaces face à une attaque par ce pathogène (Sanzani 

et al., 2009). Cependant, aucune corrélation entre la croissance de Penicillium expansum et 

l'accumulation de patuline n'a été démontrée. 

Par ailleurs, la recherche de la patuline dans les fruits de pommes infectés naturellement et 

destinés à la consommation directe a été réalisée. Des pommes de la variété Golden delicious 

présentant des symptômes de la pourriture bleue ont fait l’objet d’extraction liquide à l’acétate 

d’éthyle et l’identification de la patuline a été effectuée par CCM. 

 Les résultats obtenus montrent l’apparition de spots jaune-orangé qui correspondent à la 

patuline, en se basant sur le spot de standard et au Rf. En effet, une quantité de patuline a été 

détectée dans les tissus de ces pommes, cette présence peut être expliquée par une 

contamination par Penicillium expansum.   

Ces résultats corroborent à ceux rapportés par Al saree et al. (2010)  qui ont déterminé la 

présence naturelle de patuline dans les pommes par la technique de CCM. Plusieurs études 

dans ce sens ont été effectuées. Celli et al. (2009) ont analysé 35 pommes de la variété Fuji 

naturellement infectées par des quantités variables de patuline. De même, Marin et al. (2011) 

et Zouaoui et al. (2015) ont mis en évidence la contamination des fruits de pommes, des 

produits à base de pommes (confiture, jus, et aliments pour bébé)  par la patuline. Hussain et 

al. (2020) ont enregistré de différentes concentrations  en patuline dans les pommes destinées 

à la consommation directe.  Le risque de contamination par cette mycotoxine est très élevé 

malgré les pratiques d’hygiène et les bonnes conditions de conservation adoptées (AFSSA, 

2009). 



Discussion 

 

96 

 

De plus, l’existence naturelle de la patuline dans des pommes destinées à la consommation est 

considérée comme biomarqueur d’effet. Cette caractéristique indique les changements 

physico-chimiques (pourriture bleue et macération des tissus) induits dans les pommes et 

révèle ainsi, leur exposition au pathogène Penicillium expansum. 

En effet, à notre connaissance, il n’existe pas dans la bibliographie des recherches s’orientant 

dans ce volet d’étude caractérisant la patuline comme biomarqueur d’effet dans les pommes 

et, de même l’étude de ses caractéristiques de biomarqueur d’effet dans les fluides 

biologiques (Vidal et al., 2019).   

Après avoir testé la capacité des souches sélectionnées à produire la patuline in vivo, l’objectif 

s’oriente vers la mise en évidence de la capacité de cette mycotoxine à diffuser à partir de la 

zone infectée aux parties non infectées. D’après Marin et al. (2006), il est très important 

d’enlever toute partie de pommes qui semble être contaminée par la patuline avant 

transformation. Toutefois, parce que la patuline est un composé hydrosoluble de faible poids 

moléculaire, elle est potentiellement capable de diffuser de la partie décomposée vers les 

zones visiblement non affectées.  

De plus, sa stabilité thermique à des niveaux de pH bas la mycotoxine ne peut pas être 

éliminée des produits contaminés par pasteurisation. Afin de tester cette spécificité de la 

patuline, la souche S7 étant la plus virulente, a été utilisée pour cet objectif. En effet la souche 

a été inoculée dans des pommes saines incubées à 25°C jusqu'à apparition des lésions. Des 

sections à partir de la zone d’inoculation (S0) de 1cm d’épaisseur (S1 à S4) ont été analysées. 

 

Les résultats obtenus dans cette section ont permis de conclure que la patuline produite par la 

souche S7 in vivo est capable de migrer de la zone S0 (partie infectée) à la zone S1 et S2 

(parties non infectées). En effet, une diffusion de patuline depuis le site d’inoculation aux 

tissus sains a été observée par Rychlik et al. (2001), de même pour Bandoh et al. (2009) et 

Coton et al. (2020). Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Wei et al. (2017).     

La présence de patuline en dehors de la lésion démontre le risque de contamination par la 

patuline dans le tissu sain, et ainsi nous ne pouvons pas exclure sa présence dans 

apparemment des pommes non infectées. 
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6- Conclusion et perspectives 

Dans cette étude, l’exploration des échantillons de pommes et d’abricots provenant de la 

wilaya de Batna, a permis d’isoler 23 isolats fongique. Afin de sélectionner les isolats à 

potentiel mycotoxinogène, un test d’antibiose de diffusion sur agar a été réalisé, ce qui a 

permis de sélectionner deux isolats comme producteur de mycotoxines et le troisième isolat a 

été sélectionné suivant sa pathogénicité in vivo. L’identification morphologique et moléculaire 

de ces isolats a montré qu’il s’agit de trois souches de Penicillium expansum en l’occurrence; 

Penicillium expansum S3 (MT023795), Penicillium expansum  S4 (MN904449) et 

Penicillium expansum S7 (MN904448). Il a été conclu que les fruits produits dans l’Est 

Algérien sont contaminés par des souches fongiques mycotoxinogènes. 

D’autre part, la culture des trois souches dans le milieu de fermentation liquide (YES) a 

permis de mettre en évidence la capacité des souches à produire des métabolites secondaires 

toxiques diverses. De plus, elle a permis de conclure la présence de patuline dans les cultures 

des trois souches de Penicillium expansum. 

La séparation des différents métabolites issus des trois cultures a été effectuée par GC-MS.  

Cela a permis de caractériser et d’identifier la molécule de patuline et de confirmer sa 

présence dans les trois cultures de Penicillium expansum.  

Le test de pathogénicité in vivo réalisé sur des pommes saines de la variété Golden deliciou et 

Fuji a permis de démontrer que les trois souches,  ont le pouvoir d’induire des lésions brunes, 

molles et aqueuses dans les pommes. Il a été conclu de cette partie, que les trois souches de 

Penicillium expansum sont des agents causals des symptômes typiques de pourriture bleue des 

pommes en post-récolte. 

Un second test in vivo sur les pommes de la variété Golden delicious effectué à 25°C pendant 

9 jours,  a permis de conclure que Penicillium expansum S7 (MN904448) provoque les 

lésions de diamètre le plus important suivi de Penicillium expansum S3 (MT023795). En 

revanche, Penicillium expansum S4 (MN904449) induit les lésions les moins remarquables 

par rapport aux deux autres. D’un autre côté, il a été montré dans le même test que la 

production de la patuline in vivo varie d’une souche à l’autre. 

La patuline produite par Penicillium expansum S7 (MN904448) atteint 469.4µg/ml, 360µg/ml 

produite par Penicillium expansum S3 (MT023795) et 3µg/ml par Penicillium expansum S4 

(MN904449). 
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 Il a été conclu de cette partie que Penicillium expansum (MN904448) est un pathogène 

potentiel, et que la patuline joue le rôle d’un facteur de virulence qui induit la vitesse de 

développement de la maladie.  

La recherche de la patuline dans les pommes présentant des lésions naturellement, a permis de 

mettre en évidence la contamination naturelle des pommes destinées à la consommation 

directe. Ce qui permet de se prononcer sur les dangers engendré par l’ingestion d’aliments 

contaminés par cette mycotoxine sur le consommateur. 

Enfin, l’étude de la capacité de la patuline à diffuser des tissus infectés aux parties non 

infectées a permis de conclure que, la mycotoxine est capable de diffuser dans le fruit même 

après avoir enlevé tout la partie infectée, et cela par sa présence dans les sections adjacentes. 

Cette constatation permet de conclure que cette caractéristique est suffisante pour l’utiliser 

comme marqueur d’effet  de la présence de la mycotoxine dans les différentes parties saines 

de la pomme.    

Au terme de cette recherche, de nombreuses perspectives peuvent en découler. En effet, des 

études plus approfondies sont nécessaires concernant plusieurs points, à savoir : 

- L’évaluation en amont, de la contamination par la patuline des produits à base de pommes 

commercialisés en Algérie et destinés directement à la consommation ;  

- La recherche de microorganismes  de grade ‘Generally Recognized As Safe’ (SAFT) 

antagonistes vis-à-vis Penicillium expansum, afin de réduire sa prolifération en post-récolte et 

  qui inhibe, par conséquent, la production de la patuline dans le fruit. 
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Abstract 

 

Abstract  

The exploration of apples and apricots fruit samples from the Wilaya of Batna located in 

eastern Algeria (Aris and N'gaous) yielded 23 fungal isolates; three of them were selected as 

potential producers of mycotoxins by the antagonism test against sensitive bacteria. 

Morphological and molecular identification (DNA-ITS / β-tubulin analysis) of the isolates 

showed that they were 3 strains of Penicillium expansum, registered at GenBank under 

accession numbers MT023795, MN904449 and MN904448. 

The ability of these three strains to produce mycotoxins in vitro on YES liquid fermentation 

medium has made it possible to demonstrate the secretion of several secondary metabolites, 

including patulin. The use of the GC-MS technique for the identification of the various 

metabolites contained in the liquid cultures of the three strains revealed the presence of 

patulin in the three extracts, and those three isolates are known to be patulin-producing. The 

in vivo pathogenicity test by inoculation of spore suspensions of the three strains of 

Penicillium expansum in healthy apples belonging to the varieties Golden delicious and Fuji, 

revealed the appearance of typical symptoms of blue rot in apples in post-harvest. The ability 

to produce patulin in vivo by the three pathogens was performed by the same previous test, 

using the Golden delicious variety only. This test revealed that Penicillium expansum 

(MN904448) is the most virulent strain, inducing large diameter lesions and a remarkable rate 

of disease development compared to the other two strains. Furthermore, this strain is capable 

of producing a large quantity of patulin at 25 °C in 9 days reaching 469.4 µg / mL, the strain 

Penicillium expansum (MT023795) produces 360 µg / mL, while Penicillium expansum 

(MN04449) seems to produce the least important quantity estimated at 3 µg / mL. Research 

for patulin in the tissues of apples naturally infected with blue rot, intended for direct 

consumption, has shown the contamination of locally produced apples by patulin and its role 

as a biomarker of effect has been developed and deemed reliable. . 

Indeed, evaluation of the ability of patulin to diffuse into healthy apple tissue from the rotten 

area revealed the presence of patulin in visually healthy areas even after removing the entire 

infected area. This test is, moreover, supposed to be reliable as a biomarker of effect in the 

field of the diffusion of mycotoxins in fruits intended for consumption. 

Keywords: Patulin, Penicillium expansum, apples, pathogenicity, effect biomarkers. 

 



 ملخـــص
 

 ملخــص

عن عينات فاكهة التفاح والمشمش من ولاية باتنة الواقعة شرقي الجزائر )أريس ونغاوس(  كشفأسفر ال

المضاد ختبار الاعزلة فطرية ، تم اختيار ثلاثة منها كمنتجين محتملين للسموم الفطرية من خلال  23عن 

 (DNA-ITS / β-tubulin أظهر التحديد المورفولوجي والجزيئي )تحليل كمابكتيريا الحساسة.لل

تحت أرقام  GenBank مسجلة في Penicillium  expansum سلالات من 3للعزلات أنها كانت 

 .MN904448 و MN904449 و MT023795 الانضمام

 YES إن قدرة هذه السلالات الثلاث على إنتاج السموم الفطرية في المختبر على وسط التخمير السائل

كشف استخدام كما تقلبات الثانوية ، بما في ذلك الباتولين. جعلت من الممكن إثبات إفراز العديد من المس

لتحديد المستقلبات المختلفة الموجودة في المزارع السائلة للسلالات الثلاثة عن وجود  GC-MS تقنية

الباتولين في جميع المستخلصات الثلاثة ، وأن العزلات الثلاثة معروفة بأنها منتجة للباتولين. كشف اختبار 

ة في الجسم الحي عن طريق تلقيح معلقات الأبواغ لسلالات البنسليوم الثلاثة في التفاح الصحي الإمراضي

الذي ينتمي إلى الصنفين الذهبي اللذيذ والفوجي ، عن ظهور أعراض نموذجية للتعفن الأزرق في التفاح 

اسطة مسببات في مرحلة ما بعد الحصاد. تم إجراء القدرة على إنتاج الباتولين في الجسم الحي بو

 الأمراض الثلاثة بنفس الاختبار السابق ، باستخدام الصنف الذهبي اللذيذ فقط. أظهر هذا الاختبار أن

Penicillium expansum (MN904448)  آفات ذات في هو أكثر السلالات ضراوة ، حيث تسبب

ك ، فإن هذه السلالة قطر كبير ومعدل تطور ملحوظ للمرض مقارنة بالسلالتين الأخريين. علاوة على ذل

رام / غميكرو 469.4أيام تصل إلى  9درجة مئوية في  25قادرة على إنتاج كمية كبيرة من الباتولين عند 

 ميكروغرام / مل ، بينما يبدو أن Penicillium expansum (MT023795) 360 مل ، وتنتج سلالة

Penicillium expansum (MN04449)  ميكروغرام / مل. أظهر  3تقدر بـ ينتج الكمية الأقل أهمية

البحث عن الباتولين في أنسجة التفاح المصاب بشكل طبيعي بالعفن الأزرق ، والمخصص للاستهلاك 

المباشر ، تلوث التفاح المنتج محليًا عن طريق الباتولين ودوره كمؤشر حيوي للتأثير قد تم تطويره 

 .واعتباره موثوقاً

الانتشار في أنسجة التفاح السليمة من المنطقة الفاسدة عن وجود الباتولين  كشف تقييم قدرة الباتولين على

في المناطق الصحية بصرياً حتى بعد إزالة المنطقة المصابة بالكامل. علاوة على ذلك، من المفترض أن 

عدة يكون هذا الاختبار موثوقاً به كمؤشر حيوي للتأثير في مجال انتشار السموم الفطرية في الفاكهة الم

 .للاستهلاك

 .تفاح ، إمراضية ، تأثير المؤشرات الحيوية، Penicillium expansum باتولين ،: مفتاحيةالكلمات ال



 

 

 

Annexes 



Annexe 1 : Préparation des milieux de culture 

 

- Gélose Sabouraud 

 
La gélose Sabouraud est un milieu recommandé pour la culture des champignons. 

La composition chimique théorique de ce milieu en g/L d’eau purifiée est : 

Peptone de viande (bovin ou porcin)……. 3g 

Peptone de caséine (bovin)…………….....3g 

Peptone de soja………………………….. 3g 

Extrait de levure………………………… 2g 

Extrait de malt……………………...…….1g 

Glucose…………………………………. 19g 

Phosphate monopotassique………………0.5g 

Phosphate disodique………………….. …0.5g 

Agar………………………………….…...15g 

Le pH est de 6.4. La présence de trois peptones et du glucose, ainsi que le pH acide du milieu 

favorisent la croissance des levures et des moisissures (Delarras, 2007). 

 

- Milieu PDA 

Laver et couper en petits cubes 200g de pommes de terre non pelées. Les mettre dans un litre 

d’eau distillée et porter à l’ébullition pendant une heure. Ecraser, filtrer et compléter un litre.  

Composition du milieu finale : 

Extrait de pomme de terre………….. 1000ml 

Glucose………………………………… 20g 

Agar……………………………………. 15g 

Stériliser 30 minutes à 110°C (Larpent, 1997). 

Le milieu de consevation PDA incliné  la meme composition sauf qu’il est dépourvu d’agar 

 

 

 



- Milieu MEA 

Le milieu MEA est un milieu recommandé pour la culture des mycètes. 

La composition chimique de ce milieu en g/L d’eau distillée est : 

Extrait de Malt…………………………. .20 g 

Glucose..………………………………... 15g 

Peptone.......................................................5g 

Agar………………………………………15g 

Le pH du milieu est ajusté à 6. Stériliser 15 min à L’autoclave à 120°C (Guiraud, 1996). 

- Milieu GN Gélose nutritive 

Gélose nutritive (GN) ou gélose ordinaire, est un milieu d’isolement non-sélectif dont la 

composition chimique théorique en g/L d’eau purifiée est : 

Peptone……………………………………. 10 

Extrait de viande…………………………… 5 

Chlorure de sodium………………………... 5 

Gélose…………………………………….. 15 

pH 7.2, autoclaver 15 minutes à 120°C (Guiraud, 1998). 

- Milieu CYA 

K2HPO4...........................................................1g 

Solution trace des métaux ...............................1 ml 

Czapek concentré ...........................................10ml 

Extrait de levure ...............................................5g 

Saccharose........................................................30g 

Agar..................................................................15g 

Eau distillée......................................................1000ml 

 

- Czapek concentré 

 NaNO3…………………30g 

KCl………………………5g 

MgSO4 7H2O……………5g 

FeSO4 7H2O…………….0.1g 

Eau distillée……………..1000ml 

 



- Solution  Traces de Métaux 

- CuSO4.5H2O…………………..0.5g 

- ZnSO4.7H2O…………………..1g 

-Eau distillée…………………….1000ml 

Stériliser par autoclavage à 121°C pendant 15 min. pH final 6,7 

  

-Milieu de fermentation liquide YES (yeast extract sucrose) 

Extrait de levure…………………20g 

Saccharose……………………….150g 

MgSO4.7H2O……………………0.1g 

ZnSO4.7H2O…………………….0.01g 

CuSO4.5H2O……………………0.005g 

Eau distillée……………………...1000ml 

Autoclavage à 121°C pendant 15min. pH final pH=5.5 

 

Annexe 2 : Préparation des tampons 

 

- Tampon de lyse 

 
400mM Tris-HCL….. pH=8 

 

60mM EDTA ……… pH=8 

 

150mM NaCl                   

 

Autoclaver seul puis 1% SDS est ajouté par filtration avec un filtre 0.2µm 

 

 

-Tampon d’acétate de Potassium (pH=4.8) 
 

-60ml  5Macétate de Potassium 

 

-11.5 ml acide acétique galacial 

 

-28.5ml  eau distillée  
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Thème : Evaluation de la contamination fongique et mycotoxique de la chaine de production 

de fruits dans L’Est Algérien : Utilisation de biomarqueurs d’effet 

Résumé : 
 

L’exploration des échantillons de fruits de pommes et d’abricots provenant de la Wilaya de Batna située à 

l’Est Algérien (Aris et N’gaous) a permis d’obtenir 23 isolats fongiques, dont trois ont été sélectionnés 

comme producteurs potentiels de mycotoxines par le test d’antagonisme vis-à-vis de bactéries sensibles. 

L’identification morphologique et moléculaire (analyse d’ADN-ITS/β-tubuline) des isolats a montré qu’il 

s’agit de 3 souches de Penicillium expansum, enregistrées à GenBank sous les numéros d’accession 

MT023795, MN904449 et MN904448. 

La capacité de ces trois souches à produire des mycotoxines in vitro sur milieu de fermentation liquide 

YES a permis de mettre en évidence la sécrétion de plusieurs métabolites secondaires, parmi lesquels la 

patuline. L’utilisation de la technique de GC-MS pour l’identification des différents métabolites contenus 

dans les cultures liquides des trois souches a révélé la présence de la patuline dans les trois extraits, et que 

les trois isolats sont réputés patuline-producteurs. Le test de pathogénicité in vivo par inoculation des 

suspensions sporales des trois souches de Penicillium expansum dans des pommes saines appartenant aux 

variétés Golden delicious et Fuji, a révélé l’apparition de symptômes typiques à la pourriture bleue des 

pommes en post-récolte. La capacité à produire la patuline in vivo par les trois pathogènes a été effectuée 

par le même test précédent, en utilisant la variété Golden delicious uniquement. Ce test a révélé que 

Penicillium expansum (MN904448) est la souche la plus virulente en induisant des lésions de diamètre 

important et une vitesse de développement de la maladie remarquable par rapport aux deux autres souches. 

Par ailleurs, cette souche est capable de produire une quantité importante de patuline à 25°C en 9 jours 

atteignant 469.4µg/ml, la souche Penicillium expansum (MT023795) produit 360µg/ml, alors que 

Penicillium expansum (MN04449) semble produire la quantité la moins importante estimée à 3µg/ml. La 

recherche de la patuline dans les tissus de pommes infectées naturellement par la pourriture bleue, 

destinées à la consommation directe, a mis en évidence la contamination des pommes produites localement 

par la patuline et son rôle comme biomarqueur d’effet a été développé et jugé fiable.  

L’évaluation de la capacité de la patuline à diffuser dans les tissus sains de la pomme depuis la zone 

pourrie a révélé effectivement, la présence de la patuline dans les zones visuellement saines même après 

avoir enlever toute la zone infectée. Ce test est, en outre, supposé fiable comme biomarqueur d’effet dans le 

domaine de la diffusion des mycotoxines dans les fruits destinés à la consommation. 
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