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Abstract

Winter cereals including wheat remain the staple food of the Algerian diet and show a
strategic importance in both human and animal nutrition. Many fungal diseases may attack
wheat farmings, These attacks may cause great loss when the used varieties are sensitive. The
mildews are phytopathogenic But, they are eventually responsible of human pathologies. The
treatment protects the plant from every external contamination. The best phytosanitary
protection of wheat farmingsis assured via two types of treatments; fungicidal and insecticide.
The fungicides if used to destroy pathogenic fungi which attach the farmings, seeds and
harvested products. Currently, the mildews are becoming resistant in the environment,
because of the exercised pressure through the use of fungicides. The most common mildew’s
resistance mechanism is the mutation of the cyp51 gene coding 14alpha-Demethylase sterol.
The azolated antifungals inhibit this enzyme, leading to blocking the biosynthesis of the
ergosterol which leads to deplete the ergosterol And to an accumulation of toxic metabolites.
In this context, we have conducted a comparative study both seed samples, leaves and wheat
spikes: one of them is treated by the azolated fungicide of type: Raxil® 060 FS,
I’Artea330EC and Amistar® Xtra while the other is kept untreated in order to evaluate the
efficiency of triazoles and the degree of protection of the wheat farming after a fungicidal
treatment in the province of Constantine (Algeria). According to the mycological analysis of
the samples, 114 strains have been isolated; the species of Aspergillus and Penicillium genus
are the most dominant. 6 species resistant against the treatments were selected for the study of
fungicidal effects including (A. flavus, A. tubingensis, P. glabrum, P.griseofulvum, T.
harzianium and A. alternate). The study of the sensitivity of these isolates covers firstly the
evaluation of the in vitro activity of the pre-described fungicides via a diffusion technique. In
addition, the obtained results validated with a statistical analysis revealed that the tested
fungicides caused a decrease in the pycnidial Coating compared to control samples. Secondly,
the detection of resistance mutations in the isolate’s cyp51 gene was accomplished through
the analysis of this latter. The obtained results were treated using a bioinformatics approach

in order to exploit them.

Key words: Durum wheat, Triazole fungicides, MALDI-TOF MS, Resistance, cyp51A.
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Introduction

Les céréales occupent de loin, la premiére place quand a 1’occupation des terres agricoles,
parce qu’elles servent d’aliments de base pour une grande proportion de la population
mondiale. En Algérie, tout comme en Afrique du Nord, la culture des céréales représente la
principale spéculation et occupe une place privilégiée dans les habitudes alimentaires des
populations aussi bien dans les milieux ruraux qu'urbains, de plus elle draine plusieurs
activités de transformation (semoulerie, boulangerie et industrie alimentaire). En effet,
1’ Algérie est parmi les pays les plus grands consommateurs de blé dur au monde avec un taux
d’environ 216 kg par habitant et par an (Chehat, 2007).

En Algérie, les céréales sont cultivées dans pratiquement toutes les régions des hauts plateaux
situées dans les zones semi-arides et sub-humides et des grandes plaines intérieures littorales
et sub- littorales. Le blé représente en Algérie la céréale la plus dominante puisque prés de la
moitié des emblavures lui sont consacrées (Boulai et al. ,2007). la culture de blé dur occupe
pres de 65% de la surface céréaliére en Algérie, mais sa production ne couvre que 28% des
besoins du pays (Annicchiarico et al., 2006; Weigand, 2011). Elle a importé durant les dix
premiers mois de 2013 416,29 millions de dollars pour 1,04 million de tonnes de blé dur
(Ammar, 2014). Malgré les énormes progrés enregistrés dans la productivité qui ont permis
d’améliorer les variétés, la fertilisation et d’assurer une meilleure protection, la production
ceréaliere en Algérie demeure toujours irréguliere et semble étre étroitement liée a un
certain nombre de facteurs tant abiotiques (irrégularité dans les précipitation pluviales |,
techniques agricoles..), que biotiques (potentiel génétique, maladies , ravageurs, etc..), d’ou la
persistance d’un déficit important entre la consommation et la production. Parmi ces causes,
les problémes phytosanitaires occupent une place particulierement importante et constituent
I’un des facteurs limitant le développement et 1’amélioration de ces cultures. Actuellement,
bien que ’on dispose d’un arsenal considérable de nature chimique et biologique, les
maladies constituent toujours une des causes importantes des pertes de rendements. Les
réductions de rendement causées par les maladies et ennemis naturels des ceréales , ont
permis d’enregistrer a travers le monde des pertes annuels de 1’ordre de 135 millions de
tonnes, les blés et les orges représentent a eux seuls plus de 10% des pertes globales. En effet,
le blé peut faire I’objet d’attaques induites par diverses maladies et ravageurs (Virus,
bactérie, insectes, champignons,..). En effet les maladies fongiques peuvent attaquer la culture
de blé dur et occasionner des pertes importantes lorsque les variétés utilisées sont sensibles et

les conditions sont favorables a I'expansion de celles-ci (Boutigny, 2007).
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Les moisissures tels que les genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, ... ;
sont & elles seules, responsables de la perte de 5% a 10% des céréales et leurs dérivés (Pfohl-
Leszkowicz, 1999).

La protection contre les champignons pathogenes des céréales est déterminante aussi bien en
termes de rendement que de qualité des récoltes. Pour cela, les incontournables triazoles ont
fait leur preuve en tant que fongicides et ce, depuis plus de trente ans. Les triazoles étant des
inhibiteurs de la biosynthése des stérols (IDMs). lls agissent par inhibition de la proteine 14- a
déméthylase (cyp51), ce qui empéche la synthese de 1’ergostérol, un composant essentiel de la

membrane des cellules des champignons, et conduit a leur dépérissement.

A T’heure actuelle, le phénomene de perte de sensibilité aux fongicides développés par
certains champignons pathogénes suscite de légitimes inquiétudes aussi bien dans le domaine
agricole que médical. Cette diminution de la sensibilité de certaines souches aux triazoles est
due, selon les auteurs, a la présence de mutation sur le gene cyp51-A, codant pour I'enzyme

cible des antifongiques azolés (Snelders, 2012).

La question qu’on peut se poser est : l'utilisation en agriculture des fongicides favorise-t-elle
I'apparition de résistance des champignons, et cette perte de sensibilité se retrouvent-elles
également chez les personnes atteintes d’infections fongiques traitées aux médicaments

triazoles?.

Dans ce contexte, nous prévoyons dans un premier temps, dans cette étude, de mettre en
exergue le phénomene de résistance des souches fongiques aux traitements préventifs, parfois
abusifs, effectués par les agriculteurs. Pour tendre vers cet objectif, nous avons inclus dans
notre étude les deux types d’agriculteurs : celui qui traite ses récoltes et ses stocks avec des
fongicides et un autre fellah qui ne fait pas appel aux fongicides. Ce travail sera mené
conjointement sur les récoltes des deux agriculteurs, sur plusieurs saisons, avant et aprés

chaque traitement. Pratiquement, la méthodologie préconisée sera menée comme suit :

> Isolement et identification des champignons pathogenes par les méthodes classiques
> Mise en évidence, par test de diffusion, de la sensibilité des souches aux fongicides
> Confirmation des especes par Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of

Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) et par PCR séquencage
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> Détection des mutations de résistance sur le géne CYP51A des isolats

> Etude statistique

Les résultats de 1’étude nous permettront de confirmer ou pas cette résistance et par
conséquence, prodiguer des recommandations sur [’utilisation de ces fongicides en

agriculture.
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CHAPITRE | : LES CEREALES

I.1. Généralités sur les ceréales
Les céréales appartiennent a la famille des Poacées appelées (graminées). Il existe
trois grands groupes de céréales
-un premier grand groupe formé par le bl¢, I’orge, le seigle et I’avoine.
-un deuxieme grand groupe représenté par le mais

-un troisieme groupe ordonné autour du riz (Gguignard et Dupont, 2004).

1.1.1. Les céréales dans le monde

Les céréales constituent la ressource alimentaire la plus importante au monde a la fois
pour la consommation humaine et pour 1’alimentation animale. Le secteur des céréales est
d’une importance cruciale pour les disponibilités alimentaires mondiales (Choueiri, 2003).
D’apres les rapports de la FAO (Food and Agriculure Organisation) de 2013, les céréales
représentent 45% de 1’alimentation humaine. La superficie mondiale consacrée aux
céréales se situe autour de 700 millions d’hectare (ha). Le blé occupe la plus grande
surface qui dépasse le tiers du total de la surface consacrée aux céréalicultures (Burney,
2011). En 2013 la FAO table sur une production céréaliéere mondiale de 2,479 milliards de
tonnes. Le mais, le blé et le riz viennent tres largement en téte, avec 85% de ce total, le
niveau de production du blé et du riz se situe dans une fourchette de 560 a 585 millions de
tonne, le mais occupe désormais la premiere place, avec 876 millions de tonnes en 2011.
Entre 1960 et 2013, la production mondiale de blé a été multipliée par trois, la production
de blé dépasse les 700 millions tonnes (Mt) (707 Mt). Le blé et le mais sont les deux
premieres principales céréales cultivées dans le monde (FAO, 2013).

1.1.2. Les céréales en Algérie
1.1.2.1. La céréaliculture

Les céréales et leurs dérivées constituent 1’alimentation de base dans beaucoup de
pays en développement, particulierement dans les pays maghrébins. Les produits
cérealiers occupent une place stratégique dans le systéme alimentaire et dans 1’économie
nationale. La production des céréales occupe environ 80% de la superficie agricole utile
du pays, La superficie consacrée annuellement pour la culture des céréales se situe entre 3
et 3 ,5 million d’ha. Les superficies annuellement récoltées représentent 63% des

emblavures (Djermoun, 2009). Selon les données de 1’Office Algérien Interprofessionnel

4
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des Céreales (OAIC) I’Algérie a produit 3 millions de tonnes de céréales en 2013- 2014
contre 4,9 millions de tonnes en 2012-2013 (Ammar, 2014). En relation avec le marché
mondial, les produits céréaliers représentent plus de 40% de la valeur des importations
des produits alimentaires. Les produits céréaliers occupent le premier rang (39,22 %),
devant les produits laitiers (20,6%), le sucre et sucreries (10%) et les huiles et corps gras
(10%). La production des ceréales en Algeérie est marquée aussi par une forte irrégularité,
elle-méme conditionnée par les aléas climatiques. Les rendements se situent entre 9 et 14

quintaux a I’hectare (Djermoun, 2009).

1.1.2.2. Les zones de production des céréales

En Algérie la production de céréales se pratique dans les 48 wilayas du pays. Les plus
importantes surfaces se situent au nord du pays (Benbelkacem, 2007). Elle occupe une
vaste aire géographique, au relief relativement accidenté. Cette superficie est constituee
de plaines, de plateaux et de chaines de montagnes au climat trés variable qui va du
subhumide a I’aride supérieur, avec une présente plus importante dans la frange
pluviométrique des 300-400 mm (Cadi, 2005). Selon (Feliachi, 2000), la cérealiculture

Algérienne est pratiquée dans quatre grandes zones agro-climatiques.

> un espace a faible potentialité : localisé dans le sud des Hauts Plateaux (zone agro-

pastorale), 1.800.000 ha, pluviométrie inférieur a 450 mm et rendement de 5-6 gx/ha;

> un espace steppique : pratiquée dans un écosystéme fragile, avec une surface de

300.000-800.000 ha;

» un espace au niveau des zones sahariennes qui se subdivisent en deux catégories :

La premiére est représentée par le systeme traditionnel, occupe une surface de 35.000 ha,
la deuxiéme qui occupe une surface de 10.000 ha concerne la céréaliculture sous pivot,
localisée en zones arides et semi-arides;

» un espace a haute potentialité : localisé entre les pleines littorales et sublittorales et le
nord des Hauts Plateaux, occupe une superficie de 1.200.000 ha, pluviométrie entre 450 et

800 mm, rendement moyen de10-15 gx/ha.

1.2. Le blé dur
Le blé est a ’origine méme de 1’agriculture. 11 reste, aprés des millénaire, la premiere
plante cultivée au monde (Mosiniak, 2001), il compte actuellement quelques 30000

formes cultivées (Lesage, 2011). C’est une plante herbacée, monocotylédone qui
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appartient au genre Triticum de la famille des graminées qui comprend de nombreuses
especes. On distingue essentiellement le blé tendre et le blé dur. Morphologiquement, le
blé dur se différencie du blé tendre par un feuillage plus clair, totalement glabre.
L’appareil végétatif est a tallage faible, & chaume long et souple (Olmedo, 1995 ; Soltner,
2005).

1.2.1 Biologie du blé
1.2.1.1 Cycle biologique

Le cycle de développement du blé est constitué d’une série d’étapes séparées par des
stades repérés. Une période végétative durant laquelle, la plante ne se différencie que des
feuilles et des racines ; une période reproductrice dominée par ’apparition de 1’¢épi et la

période de maturation qui caractérise par la formation du grain (Soltner, 2005).

Selon Soltner (2005), différentes échelles de notation ont été développées, celle de
Jonard (1952), Feekes (1954) et Zadocks (1974). Elles sont basées sur 1’évolution de
I’aspect externe ou sur les modifications internes des organes producteurs (Tableau 1 et

Figure 1).

v'La période végétative Elle se caractérise par un développement strictement herbacé et
s’étend du semis jusqu’a la fin de tallage. Il y’a une apparition successive des premiéres
feuilles, imbriquées les unes dans les autres au niveau du plateau de tallage. Des que la
quatriéme feuille émerge, la talle primaire apparait a I’aisselle de la feuille la plus agée.
Le tallage qui commence pendent cette phase est un simple processus de ramification
(Soltner, 1980).

v'La période reproductrice Elle comprend la formation et la croissance de 1’épi. Elle est
caractérisée essentiellement par le passage de 1’apex ou bourgeon terminal. Elle débute au
cours du tallage et compte trois stades: la formation de I'ébauche épi, l'initiation florale

(montaison-gonflement) et la méiose — fécondation (Hubert, 1998; Soltner, 2005).

v'La période de maturation,
Au cours de cette phase, I’embryon se développe et I’albumen se charge de substances de
réserve (Boufnar-Zaghoune et Zaghouane, 2006). Le grain passe successivement par trois

stades: grain laiteux, (augmentation du volume du poids des graines), grain pateux (le
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poids frais des grains continue a augmenter alors que celui des tiges et des feuilles

diminue) et grain dur ou les grains deviennent durs et leur couleur devient jaunatre.

TN n
LN A\
(1) Germination (271 Levee (31 3 feuilles (4 Début tallage

(71 Meiose polliniqgue  (8) Eplaison

19} Floraison (10) Baillement (11} Grain forme (127 Epi & maturits

r - =
=
.

Figure 1 : Les différents stades de développement du blé

(http://www.unctad.org/infocomm/francais/ble/culture).
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Tableau 1 : Les échelles de notation des stades du blé (Soltner, 2005).

Stade Echelle de Feekes Echelle de Echelle de Jonard Caractéristiques
Zadocks
1 10 -1ere feuille traverse la coléoptile
Levée -1ere feuille étalée
11 -2eme feuille étalée
12 -3eme feuille étalée
13
Début tallage 2 21(1 thalle)
A -Formation de la 1ére talle
Plein tallage 3
Fin tallage 4 29
5 30 B Sommet de 1’épi distant & lecm du
Début montaison plateau de tallage
1 noeud 6 31 C1 1 noeud
2 noeud 7 32 2 noeuds, élongation de la tige
Cc2
8 37 Apparition de la derniere feuille
Gonflement: épi gonfle la 9 D Ligule juste visible
gaine de la derniere feuille 39 (méiose du pollen)
10 Gaine de la derniére feuille sortie
10-1 40-49 Gaine éclatée
E
10-2 Y, épiaisons
Epiaison 50
10-3 a
59 Y, épiaisons
10-4
¥4 épiaisons
10-5
Tous les épis hors de la gaine
Floraison 10-5-1 F Début floraison
60
a Demi-floraison
10-5-2 69
10-5-3 Floraison compléte
10-5-4 Formation du grain
Formation
Et Maturation
Du grain 111 70a79 MO Grain laiteux
11-2 80a89 Grain pateux
Grain jaune
11-3 9294
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1.2.1.2. Les caractéres morphologiques du blé
1.2.1.2.1 Le grain

Les fruits de blé sont secs et indéhiscents appelés caryopses (le grain est soudé aux
parois de ’ovaire) (Hadria, 2006). Il est constitué par le germe qui donne la plantule,
I’amande appelée 1’endosperme ou albumen, tissu de stockage qui fournit au germe les
réserves necessaires pour sa croissance et les enveloppes protectrices qui protegent la
graine ou son, composées par la paroi de la graine (testa) et par la paroi du fruit
(péricarpe) (Doumandiji et al., 2003).

1.2.1.2.2. L'appareil végétatif

L'appareil végétatif est constitué de deux parties, I'une aérienne et l'autre radiculaire.
Le systéme aérien est formé de la tige issue du caryopse et des talles partant du plateau de
tallage. La tige ou chaume est constituée d'entre-noeuds separés par des noeuds ou zones
méristématiques a partir desquelles s'allongent les entre-noeuds et servent comme point
d'attache des feuilles. Les feuilles sont alternées, comportant chacune une portion
supérieure et une portion inférieure correspondant respectivement au limbe et a la gaine
(Hubert, 1998; Jouve et Daoudi, 2001). L'appareil radiculaire, chez le blé est formé de
deux systémes radiculaires successifs, un systeme seminal dont les racines fonctionnent
au cours du cycle de la plante (Grignac, 1965). Les racines séminales sont au nombre de 6
(Colnenne et al., 1988) .Ce systeme est secondé par le systeme racinaire adventif qui

assure la nutrition de la plante pendant la période active (Figure 2).

1.2.1.2.3. L'appareil reproducteur

Les fleurs sont regroupées en inflorescence correspondant a I'épi dont l'unité
morphologique de base est I'épillet constitué de grappe de fleurs enveloppées de leurs
glumelles et incluses dans deux bractées appelées les glumes (inférieure et supérieure)
(Gate, 1995) (Figure 2).
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au stade herbace

Figure 2 : Morphologie des graminées (exemple du blé) (Soltner 1998)

1.2.2. Les exigences du blé

1.2.2.1. Le sol

L'alimentation hydrique d'une plante est basée sur la relation sol-plante fondées sur
les caractéristiques du sol et des plantes (Olioso, 2006). Le sol est le support de la
végétation (Girard, 2005). En effet, le sol agit par I’intermédiaire de ses propriétés
physiques, chimiques et biologiques. Il intervient par sa composition en éléments
minéraux, en matiére organique et par sa structure, et jouent un réle important dans la
nutrition du végétal, déterminant ainsi I'espérance du rendement en grain. La plante, par
son systéme racinaire en croissance, se comporte comme un ensemble de capteurs
souterrains repartis spatialement jouant le réle de surface d'échange avec le sol, et d'un
systeme de transport de I'eau jusqu'au collet, a la surface du sol. En absence d'obstacles, le

blé colonise intensément et profondément les sols (Nicoullaud, 1995). Le sol constitue
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donc pour le végétal une retenue d’¢léments nutritifs dont le niveau de disponibilité
marque le rayon de développement racinaire (Meartens et Clauzel, 1989; Bonnefoy,
2007). Les espéces blé et orge prospérent sur une gamme assez variée de sols et
I’optimum semble étre des terres neutres, profondes et de texture équilibrée. En sol peu
profond, le rendement en grain des céréales est pénalisé (ElI Mourid et al., 1992 in Boulal
et al., 2007).
Selon Soltner (1999), il y a trois caractéristiques qui font une bonne terre a blé :

e Une texture fine, limono-argileuse, qui assurera aux racines fasciculées du blé une
grande surface de contact donc une bonne nutrition;

e une structure stable, qui résiste a la dégradation par les pluies d’hiver. Le blé n’y

souffrira pas d’asphyxie et la nitrification sera bonne au printemps;

e Une bonne profondeur et une richesse suffisante en colloides argile et humus sont

capables d’assurer la bonne nutrition nécessaire aux forts rendements.

1.2.2.2. L'eau

L'eau est un facteur de I'environnement qui influence la quasi-totalité des réactions
physiologiques des végétaux. Il constitue le véhicule des eléments nutritifs et assure les
réactions métaboliques. Cet élément est indispensable a la croissance et au développement de
la plante. En effet, I'eau et I'état d'hydratation des tissus des végétaux interviennent pour la
production de matiére séche. De nombreuses études soulignent I'effet pénalisant du manque
d'eau au cours du stade épiaison au stade grain laiteux pateux. Un manque d’eau lors de la
phase de reproduction engendre une chute importante du rendement, selon (Soltner, 2005), la
réalisation des phases végétatives chez la culture du blé nécessite des besoins en eau. De plus,
I'numidité excessive du sol est néfaste a l'installation du systéme radiculaire en
profondeur. Au cours de la phase de montaison et jusqu'a la floraison les besoins en eau
de la culture sont considérables et peuvent s'évaluer a 180 mm (mars et mai). Apres la

floraison, le blé devient trés résistant a la sécheresse.

1.2.2.3. La température

Le rendement dans un environnement donné est influencé d’une maniére directe ou
indirecte par des facteurs morphologiques, physiologiques, et environnementaux (Prasad
et al, 2007). La température est la caractéristique environnementale qui contréle le
développement de la plante, elle conditionne a tout moment la physiologie du blé. Une
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température supérieure a 0°C est exigée pour la germination (Bouzerzour, 1998 ; Tahir,
1998 ; Soltner, 2005). En effet la température est d’'une maniére générale déterminante
dans la croissance et le développement de 1’apex de la plante. Des températures basses de
I’ordre de 5°C génent la sortie des feuilles dont le limbe peut alors étre déformé. La
déformation a lieu sur les bords du limbe, en général dans son tiers supérieur lui conférant
un aspect « étranglé ». A 1’épiaison, le froid peut géner la sortie des €pis et I’on constate
parfois qu’ils se plient lorsque les barbes ou les becs de glumes restent accrochés au
niveau de la ligule de la derniére feuille (Gate, 1995). Au stade 1 & 3 feuilles du blé, suite
a des températures minimales de 1’ordre de -8°C a -10°C, on peut constater des dégats
foliaires qui se manifestent par un rougissement puis par un dessechement des feuilles a
partir de leur extrémité. Des températures basses intervenant au moment de la méiose du
grain de pollen peuvent engendrer des déficits de grains par €pi (Giban, 2001). L’effet des
hautes températures au semis se matérialise par une réduction de la longueur de la
coléoptile, la plante ne peut pas s’ancrer en profondeur et devient trés sensible aux effets
du stress thermique (Kirby et al., 1985 in Hargas, 2007). Des températures élevées
superieures & 28°C pendant la maturation du grain, peuvent expliquer le phénomene
d’échaudage physiologique. Les symptomes sont plus importants lorsque 1’¢lévation de

température est brutale et que cette température reste élevée longtemps (Giban, 2001).

1.2.3. Importance de la culture du blé dur en méditerranée

Tout au long de la derniére décennie, la production de blé dur de 1’arc méditerranéen
a représenté la moitié de la production mondiale (17 millions de tonnes sur un total de 35
millions de tonnes dans le monde en 2007). L’union européenne (principalement I'ltalie,
I'Espagne et la Gréce) est le plus grand producteur de blé dur avec une récolte annuelle
moyenne de huit millions de tonnes métriques. Le canada arrive en deuxiéme rang avec
4.6 millions de tonnes métrique par année, suivi de la Turquie et des Etats-Unis, avec 4 et
3.5 millions de tonnes métriques respectivement (CIC, 2000). Les quatre pays de I'Afrique
du nord, soit I'Algérie, le Maroc, la Tunisie et la Libye, forment le plus grand marché

d'importation de blé dur du monde (Lennox,2003).

1.2.4. Importance de la culture du blé dur en Algérie
Le blé dur est I'aliment de base des régimes alimentaires algériens. Il est d’une
importance stratégique dans la nutrition humaine et I'alimentation animale, de ce fait, il

occupe une place privilégiée dans I'agriculture algérienne (Boulai, 2007).
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Le blé¢ dur est trés riche en gluten, vue I’'importance nutritionnelle ¢levée. Les
semoules de graines de blé dur, sont la matiere premiere utilisée en alimentation. La
semoule issue du blé dur est également a 1’origine de produits alimentaires tres divers, et
aliments traditionnels : couscous, pain, galette, patisserie (Feillet, 2000), frik et pates

diverses, gateaux traditionnels (Selmi, 2000).

L’Algérie est parmi les pays d’Afrique du Nord les plus grands consommateurs de
blé dur au monde, avec un taux de consommation d’environ de 216 kg par habitant et par
an. Cependant, bien que la culture de blé dur occupe prés de 65% de la surface ceréaliére
du pays, sa production ne couvre que 28% des besoins de pays (Annicchiarico, 2006;
Weigand, 2011).

1.2.5. Stockage du blé en Algérie

1.2.5.1. Le stockage traditionnel

Le paysan algérien, sur les Hauts plateaux, conserverait tant bien que mal, le produit
de ses champs d’orge et de blé, dans des enceintes creusées dans un sol argileux
généralement a un endroit surélevé ou proche de la ferme. C’est ce qu’on appelle <<El
matmour>>. La capacité de ces lieux de stockage est variable. Elle est de I’ordre de
quelques metres cubes. C’est une technique ancienne peut étre encore utilisée dans
certains régions isolées. L’inconvénient majeur de cette méthode de stockage, c’est
I’humidité trop élevé et les eaux d’infiltration qui favorisent le développement des

moisissures et les phénomenes de fermentation bactérienne (Doumandji, 2003).

1.2.5.2. Le stockage en sac

Les grains sont conservés dans des sacs fabriqués en toile de jute. Les sacs entreposes
dans divers locaux, dépdts ou hangars. En cas de traitement chimiques, cette toile de jute
permet le passage des fumigants, pesticides tres volatiles capable d’agir sur 1’appareil
respiratoire des insectes. Souvent ce type de stockage est passager dans les milieux ou

I’autoconsommation est forte (Doumandji, 2003).
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1.2.5.3. Le stockage en vrac

Il est difficile a conserver le blé en vrac, les silos souterrains sont une des plus
importantes techniques destinées a conserver le grain dans un état aussi proche que
possible de son état initial (Sigaut in Multon, 1982). Dans ce cas, les grains en tas sont
laissés a D’air libre dans des hangars ouverts a charpente métallique alors les

contaminations sont possibles (Doumandji, 2003).

1.2.5.4. Le stockage en silo

De nos jours, les silos permettent de stocker plusieurs types de céréales en méme
temps : ils sont multi-produits (Duron, 1999). Ce sont des enceintes cylindriques en béton
armé ou en métal. Elles sont fermées a leur partie supérieure par un plancher sur lequel
sont installés les appareils de remplissage des cellules. L’emploi des silos réduit la main
d’ceuvre, augmente ’air de stockage et supprime I’utilisation des sacs onéreux. Il existe
plusieurs types de silos : silos de ferme (500 a 10000 quintaux), silos coopératifs (10000 a
100000 quintaux) et silos portuaires (50000 quintaux) (Doumandji, 2003). Il existe aussi
des silos de capacité de 175000 a 250000 tonnes. Toute livraison peut étre suivie en temps

réel et les relevés de poids délivrés peuvent étre édités automatiqguement (Duron, 1999).

1.3. Facteurs de détérioration des céréales
1.3.1. Facteurs d’altération du blé
1.3.1.1. Altérations enzymatiques

Les enzymes propres aux grains sont responsables aux altérations enzymatiques qui
se manifestent de fagon variée. Ce sont d’abord des hydrolases, agissant sur les protéines,
les lipides et les glucides donnant des produits qui peuvent se dégrader ensuite par autres
voies (Multon, 1982). C’est ainsi que les lipases libérent des acides gras qui sont ensuite
oxydés par la lipoxygénase. Les amylases hydrolysent 1’amidon en sucres
fermentescibles. Il ne faut pas négliger cette altération enzymatique car certains produits

peuvent étre toxiques tel que les produits de la fermentation (Afnor, 1986).

1.3.1.2. Altération d’origine mécanique ou physique

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

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

constituants protéiques (Afnor, 1986).

1.3.1.3 Altération d’origine biologique

Un lot des grains stockés comporte inévitablement au moins deux entités vivantes :
les grains eux-mémes et les micro-organismes. De fagon non obligatoire, mais cependant
fréquente, on y trouve également associés des insectes, des acariens, voire de petits
vertébrés (rongeurs, oiseaux) (Multon, 1982). La microflore des grains est banale, a
tendance xérophile et cosmopolite. Les bactéries, les levures et les mycétes filamenteux
constituent un envahisseur interne et/ou contaminant externe qui font 1’objet d’altération
biologique (Magan et al., 2003). Les virus paraissent négligeables, et les lichens sont
parmi les rares organismes vivants capables de supporter sans dommage une grande
siccité : leurs teneurs en eau se situent entre 5 et 40%, contre 75 a 97% pour le reste du
monde vivant (Multon, 1982).

1.3.1.3.1. Les macro-organismes

Divers petits vertébrés rongeurs (souris, rats et oiseaux) peuvent vivre aux dépends
des stocks de grains mal protégés, dont ils peuvent consommer des quantités
considérables (Multon, 1982). De plus ils peuvent jouer le role d’un vecteur de germes
pathogénes provoquant des contaminations et des lésions physiques dans les tissus
végétaux qui favorisent donc la pénétration des spores (Jouany et Yiannikouris, 2002). La
présence de la plupart des arthropodes, et singuliérement d’acariens, est révélatrice de
mauvaises conditions de conservation. Les acariens vivant sur les grains moisis,
récupérent et transportent les spores de champignons sur leur corps, mais également dans
leur tube digestif et leurs féces. Beaucoup d’acariens consomment les moisissures,
préférant d’ailleurs les espéces les plus abondantes (Molinie, 2005). Les insectes,
endommagent I’enveloppe des grains, ce qui favorise la pénétration des moisissures a
I’intérieur de la graine. Quelques insectes disséminent des especes mycotoxigéniques. La
ou les insectes et les rongeurs sont contrdlés, les moisissures sont souvent la cause unique
de la détérioration (Magan, 2003).
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1.3.1.3.2. Les micro-organismes

> les bactéries

Les grains fraichement récoltés constituent une niche écologique pour plusieurs types de
bactéries. La population bactérienne est essentiellement constituée par des eubactéries qui
renferment une trés forte proportion d’entérobactéries, notamment de coliformes qui sont

toujours abondantes sur les céréales (Withlow et Hagler, 2001).

> les levures

Les populations de levures dépendent fortement des conditions climatiques au moment de
la récolte. Les genres rencontrés sont : Saccharomyces, Candida,..etc. Ces genres ne
donnent généralement lieu qu’a de faibles niveaux de contaminations, ne dépassant que
rarement quelques centaines de germes par gramme de grain. Au contraire, des quantités

¢levées de levures sont souvent le signe d’une humidité élevée (Bourgeois, 1996).

> les Moisissures

Les moisissures sont des champignons filamenteux hétérotrophes qui ont des actions
bénéfiques mais aussi néfastes pour I’homme. IlIs sont ubiquitaires. Les aliments sont
généralement des milieux trés favorables a leur développement. Les moisissures ou leurs
spores sont presque toujours présentes au niveau du grain. Les spores ont besoin d’un
milieu chaud et humide pour se développer et produire des hyphes. Les hyphes pénetrent
dans le produit et le transforme partiellement en d’autres substances nécessaires a leur
croissance (Hayma, 2004). On peut distinguer deux grands types de moisissures : Les
moisissures utiles qui sont utilisées dans I’industrie pour conférer aux produits des
propriétés organoleptiques et technologiques supérieures comme le Penicillium
camenberti et Penicillium roqueforti en fromagerie et les moisissures nuisibles qui
peuvent se développer sur différents substrats et entrainer une altération des qualités
nutritionnelles et diététiques des produits (Filtenborg, 1996). Plusieurs moisissures
notamment les genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium sont connues pour étre des
contaminants des produits Agricoles (Cahagnier, 1998 ; Doyle, 1998 ; Meyer, 2004). La
contamination par les moisissures est le principal dommage qui va entrainer de nombreux
problemes (Satish, 2010).
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v" Moisissures des céréales

Plus de 150 especes de moisissures filamenteuses ont été trouvées sur les grains de
céréales comme contaminants extérieures. Les graines sont naturellement en contact avec
des spores fongiques avant, pendant et apres la récolte, durant le transport et le stockage.
La croissance fongique est régie par de nombreux paramétres physico-chimiques,
notamment la quantité¢ d'eau libre (Aw), la température, la présence d’oxygene, la nature

du substrat et le pH (Jouany et Yiannikouris, 2002).

Les moisissures se développant aux champs nécessitent une forte humidité pour leur
croissance (20 a 25%), alors que les moisissures de stockage sont capables de croitre sur
des substrats contenant de 10 a 18 % d’humidité (Molinie, 2005).

Les mycetes colonisant le grain ont été classifiés dans trois groupes, connus sous le nom

de moisissures de champ, de stockage et la flore intermédiaire (Magan et Lacey, 1988).

- Mycétes de champ

Les céréales sont contaminées par des espéces rassemblant les moisissures qui
s’implantent sur le grain avant la récolte. La plupart de ces espéces appartenant
notamment aux genres Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium,
Helminthosporium, Trichoderma, ...etc. Beaucoup de ces champignons sont fortement
cellulotiques, provoquant certaines maladies telles que la fusariose provoquée par le
Fusarium (Akinsanmi, 2004).

- Mycetes de stockage

Au cours du stockage en silo, se développe une flore composée de champignons moins
cellulotiques et plus osmophiles, éliminant peu a peu les champignons du champ et
provoquant une acidification du substrat ; ce sont essentiellement des Aspergillus (A.
candidus, A. ochraceus, A. versicolor), des Eurotiums (E. amstelodami, E. chevalieri, E.

repens) et des Penicilliums (P. cyclopium, P. glabrum, P. spinulosum, P. stoloniferum).

L’évolution de cette charge fongique s’est révélée proportionnelle a la teneur en eau et

donc a I’activité de ’eau (Aw) (Larpent, 1990).
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- Flore intermédiaire

Une troisieme catégorie de moisissures constitue la flore intermédiaire et regroupe des
germes capables d’un développement limité, mais qui peuvent prédominer largement en
conditions particuliéres, tels que ; Cladosporium, Trichoderma et surtout les mucorales
comme Rhizopus, Absidia, Mucor (Godon et Loisel, 1997).

1.3.2. Effets néfastes des altérations

Les grains de céreale forment un excellent milieu de culture pour les moisissures.
Pendant le stockage, les céréales subissent généralement une perte de qualité, assurée par
une infection des mycétes, des insectes et des acariens. Cette détérioration est caractérisee
par une diminution de la germination, une décoloration, des changements chimiques et
nutritionnels et de mauvais goQts qui ont comme conséquence le rejet du produit (Mills,
1990). L’activité fongique meéne également aux pertes de matiére seche et de la valeur
nutritive ainsi qu’a des problémes de santé dus a la formation des mycotoxines et des
spores allergéniques (Olsson, 2000), et aussi aux modifications des propriétés
rhéologiques du grain (Molinie, 2005). Certaines especes fongiques sont responsables de
mycoses et de réactions allergiques chez ’'Homme et I’animal. Les effets les mieux
connus sont ceux provoqués par Aspergillus fumigatus responsable d’aspergillose

pulmonaire et de mammites chez les animaux (Bauer et Garies, 1987).
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CHAPITRE II. LES MALADIES FONGIQUES DES CEREALES EN
ALGERIE

En absence de la plante-héte, les champignons responsables des maladies du blé se
conservent dans différents supports comme la semence, les débris et le sol. Généralement
on distingue les maladies transmises par les semences et les maladies foliaires. Les
maladies transmises par les semences sont particulierement le charbon et la carie. Le
degré d’infestation d’un champ par ces agents pathogénes est directement li¢ a 1’état
sanitaire de la semence. Les principales maladies foliaires du blé sont la septoriose, la
rouille, la maladie de la tache bronzé ou helminthosporienne et 1’oidium malgré son
apparition tardive. Toutes ces maladies sont a caractére explosif et peuvent se propager

tres rapidement sur les variétés sensibles (Ezzahiri, 2001).

Selon Aouali et Douici-Khalfi (2009), les maladies des céréales peuvent étre
regroupées selon les symptomes qu’elles induisent et les parties qu’elles affectent.
De ce fait, on distingue :
-Maladies causant des symptémes localisés sur feuillage.
-Maladies causant des pourritures racinaires.

-Maladies causant des symptémes sur les épis.

I1.1 Maladies sur feuillage

11.1.1. Les rouilles
11.1.1.1. Agent pathogéne

Il existe divers types de rouille affectant le blé et I’orge. Les trois types de rouille qui
affectent notamment le blé sont la rouille brune, la rouille noir et la rouille jaune (Amrani,
2013).

La rouille brune est la plus répandue dans sa distribution, alors que la rouille noir est
la plus nuisible quand elle se développe. La rouille jaune est limitée au climat tempéré
froid et aux zones d’altitude (Collot., 2008). les Rouilles sont essentiellement présentes au
niveau des hauts plateaux et les plaines de la Mitidja selon les enquétes menées par
Sayoud, (1996). Leur identification est facile car I’agent fongique produit des pustules
caractéristiques, formées essentiellement de spores qui sont facilement disséminées par le
vent. Les agents pathogénes responsables des rouilles du blé sont : Puccinia recondita
agent de la rouille brune, Puccinia graminis agent de la rouille noir et Puccinia striiformis

agent responsable de la rouille jaune (Bouhache., 2004).
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11.1.1.2. Symptdmes

Les pustules formées par les rouilles correspondent a une déchirure de 1’épiderme et
I’apparition d’une poudre (orange, brunatre, rouge brique, marron foncé ou jaunatre en
fonction de ’espece).Les symptdmes spécifiques de chaque espéce de rouille sont les
suivants :

e Pour la rouille brune : formation des pustules de petite taille, circulaires ou ovales,
orange ou brunatres. Elles apparaissent de préférence sur la face supérieure des
feuilles.

e Concernent la rouille noir : elle forme des pustules plus longues que celles de la
rouille brune et de couleur rouge brique a marron fonce.

e La rouille jaune : forme des pustules jaunatres, alignées le long des nervures des
feuilles, sous forme de stries.les pustules se développe aussi sur la face inférieure
des feuilles (Nasraoui, 2006).

11.1.1.3. Développement de la maladie

Les cycles des rouilles sont complexes et impliquent souvent un héte principal et un
hote alternatif, seule la rouille jaune ne connait pas d’hotes alternatifs. L’extension des
épidémies des rouilles lié de la nature et de la qualité de I’inoculum primaire, de la
sensibilité de la variété cultivée, du stade de développement du blé au moment de
I’infection primaire et des conditions climatiques.la rouille jaune est plus conditionnée par
le milieu que les autres espéces de rouille, et nécessite des températures plus basses En
absence d’hotes alternatifs, 1’agent pathogéne doit se conserver sous forme de cycles

végétatifs (urédospores) (Figure 3) (Aouali et Douici-Khalfi, 2009).
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Figure 3:Le cycle de développement des rouilles (BASF France Agro, 2015)

11.1.2. Les septorioses

11.1.2.1. Agent pathogéne

Deux especes de septoriose s’attaquent au blé, a savoir la tache septorienne et la
septoriose des feuilles et des épis. Le pathogéne Septoria tritici, agent de la septoriose des
feuilles, connue sous le nom de la tache septorienne, et Septoria nodorum responsable de
septoriose des feuilles et des épis. Les attaques sont notamment observées dans les zones
humides. C’est surtout la septoriose des feuilles qui est la plus abondante sur les blés. Les

pertes de rendement peuvent aller jusqu'a 40 % (Zahri, 2014).

11.1.2.2. Symptdmes

Les symptdmes de Septoria tritici débutent par des petites taches brunes rougeatre
irreguliéres sur les feuilles inférieures et en particulier sur celles en contact du sol. Les
taches sont d’abord délimitées par les nervures pour ensuite s’étendre longitudinalement
de 5 a 15 mm et prendre une couleur grise claire. Apres ’apparition des nécroses sur les
feuillages, on observe des ponctuations noires alignées parallélement qu’on appelle

pycnides (Ezzahiri, 2010).
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11.1.2.3. Développement de la maladie

Les chaumes du précédant cultural constituent 1’origine de I’inoculum causale de la
tache septorienne. Les pycnides du champignon peuvent survivre sur les chaumes du blé
jusqu’a 6 mois et provoquent les premieres infections sur les jeunes plantules de blé
précisement sur les premiéres feuilles en contact du sol. En présence d’eau libre, les
pycnides gonflent et produisent une gelée sporifére incolore qui protége les
pycnidiospores en conditions défavorables. Aprés germination le champignon colonise le
tissu foliaire. L’humidité est indispensable pour tous les stades de I’infection (Figure 4)

(Huber, 2006).
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Figure 4:Le cycle de développement de la Septoriose (Legreve, 2012)

11.1.3. Les helminthosporioses

11.1.3.1. Agent pathogene

La tache helminthosporienne ou la Tache auréolée est une grave maladie foliaire du
blé, causée par le champignon Pyrenophora tritici-repentis. Elle est présente a travers les
zones céréalicres de 1’Algérie. Elle est présente aussi bien sur le blé dur que sur le blé
tendre selon les travaux de (Benslimane et al., 2006).
Les helminthosporioses sont largement répandues dans les zones de production des

céréales et les attaques sont graves dans les régions a pluviométrie importante. En Algérie
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cette maladie est sévére au niveau des zones littorales moyennes et les plaines intérieures,
tandis que dans les hauts plateaux elle est relativement faible (Aouali et Douici-Khalfi,
2013).

11.1.3.2. Symptomes

Les symptobmes sont visibles au moment de la montaison jusqu’a la maturité.
L’helminthosporiose progresse du bas vers le haut de la plante. Au niveau des feuilles, on
trouve des taches ocellées en forme d’ceil (ovoide), souvent entourées d’un halo
chlorotique jaune. Point noir au centre (c’est le point d’infection). Il est remplacé
rapidement par un point foncé puis un cercle brun et absence de pycnide (Figure 5)
(Masson, 2012). Ces symptémes peuvent étre confondus avec ceux de Septoria nodorum.
Cependant, la présence de petites nécroses de couleur brun foncé au centre des taches
chlorotiques est un critére symptomatique des lésions de Pyrenophora tritici-repentis
(Ruel, 2006).

Figure 5 : Symptdémes de 1’helminthosporiose du blé (Ruel, 2006).

11.1.3.3. Développement de la maladie

L’agent pathogéne se conserve sous forme de spores et de mycélium sur les résidus
du blé infecté a la surface du sol, alors que sur les chaumes, les périthéces et le mycélium
constituent la principale source d’inoculum primaire. En présence d’humidité, les
périthéces libérent les ascospores et le mycélium produit des conidies. L’infection
secondaire est assurée par la dissémination des conidies par le vent. La germination des
spores et I’infection des tissus sont favorisées par des conditions humides et des

températures optimales entre 18 et 28°C (Figure 6) (Ezzahiri, 2001).
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Figure 6:Cycle de développement de I’helminthosporiose du blé.
(Devale, 2000 ; Verreet et klink, 2002).

11.1.4. Oidium

11.1.4.1 Agent pathogéne
L’Oidium du blé causé par I’agent pathogeéne Erysiphe graminis f.sp.tritici, peut
attaquer le blé sur toute la durée de la culture, sur feuille et sur épi. On le rencontre surtout

sur variétés sensibles (Masson, 2012).

11.1.4.2. Symptdmes

Les premiers symptomes d’Erysiphe graminis f.sp.tritici apparaissent sous forme
d’un Duvet blanchatre ou gris pale sur les limbes des feuilles basales, puis se développent
sur les feuilles de couches supérieures. En cas d’attaque sévere les taches apparaissent

aussi sur les gaines des feuilles et les glumes des épis (Bégos, 2005).

11.1.4.3. Développement de la maladie

L’infection de la plante par I’oidium s’effectue par des conidies. Aprés la maladie est
disséminée par 1’air, les conidies s’installent sur 1’organe de la plante hote, germent et
constituent un mycélium superficiel. En méme temps, une courte hyphe fine se déeveloppe
dans les cellules épidermiques et forme une haustorie avec laquelle le champignon
absorbe les substances nutritives.

A partir du mycélium, les conidiophores se developpent et liberent de nouvelles

conidies capables d’induire de nouvelles infections. Plus tard, la reproduction sexuée du
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champignon aboutit a la production des cléistothéces contenant des ascospores a
I’intérieur des asques. L’induction de I’infection primaire pendant la saison de végétation
suivante est due au développement du mycélium en conservation ou a la germination des
ascospores libérées a partir des asques qui sont déchargés a partir des cléistothéces
(Figure 7) (Nasraoui, 2006).

émission des haustoria développement du

germination et production /_\A - - — N mycélium a la
de mycélium I « surface de Ia feuilie

4&
libération des

ascospores au
printemps

développement de taches \
poudreuses sur les limbes et ,2
les gaines devenant grises a

brunes

A

libération des
conidies

A

hivernage production de cléistothéces /_\

A sur le feutrage myceélien

Moo

reproduction
sexuée

production d'un feutrage
gris-blanc sur les épis

Figure 7:Cycle de développement de 1’agent pathogeéne : Erysiphe graminis.
(Chamant, 2013).

11.2. Maladies des pourritures racinaires

11.2.1. Agent pathogene

La pourriture racinaire ou la pourriture de pied ou encore la pourriture commune, sont
des désignations décrivant une méme maladie due a différents agents fongiques du genre
Fusarium (Fusarium culmorum ; Fusarium graminearum, Fusarium avenaceam) et
cochliobolus (Cochliobolus sativus). L’importance des dégats est extrémement liée au
type de culture, a la région et surtout aux conditions climatiques (El hadj Hammiche,
2013).
Cette maladie apparait plus particulierement dans les zones semi aride et pendant les
années a faible pluviométrie.
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11.2.2. Symptomes

Les symptdmes de cette maladie se caractérisent par un mangue a la levée, fonte des
Semis, lésion au niveau de la coléoptile, racines peu ou pas développées, déformation du
germe, desséchement brutal des jeunes plantes ; le symptéme le plus couramment observé
est la coloration brune foncée des nceuds inférieurs ; sur les plantes &gées. Une infection
par la fusariose peut créer une vraie pourriture du pied, ou la base de la tige devient brune
et pourrie, ce qui entraine 1’émergence d’épis blancs, ce symptdme est trés observe dans

les saisons trés seches (El hadj Hammiche, 2013).

11.2.3. Développement de la maladie

La relation entre les champignons responsables des pourritures racinaires avec les
racines du blé est fatale. Ce sont des champignons qui sont perpétuellement présents dans
le sol. lls infectent les racines du blé quand les conditions sont favorables. Les principaux
facteurs prédisposant a ’attaque de ces champignons sont le stress hydrique et des

températures élevées (Ezzahiri, 2001).

11.3. Maladies sur épi
11.3.1. Charbon nu du blé

11.3.1.1. Agent pathogéne

Le charbon nu causé par Ustilago tritici se développe aussi bien sur blé tendre que
sur blé dur. Les attaques du blé par ce champignon sont observées de temps en temps
(Majumder, 2013).

11.3.1.2. Symptomes

Les symptdmes du charbon sont visibles entre la floraison et la maturité. Les épis
infectés sont noircis, et apparaissent rapidement avant les épis sains. Les enveloppes de la
graine, ainsi que leur contenu sont détruites et renouvelés par une masse noiratre,

constituée de spores du champignon (Ezzahiri, 2001).
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Figure 8 : Charbon nu sur épi du blé (Bayer-agri 2018, www.bayer-agri.fr)

11.3.1.3. Développement de la maladie

L’origine de I’infection du blé par le charbon se trouve dans la semence. L’agent
responsable du charbon nu se conserve dans I’embryon du grain sous forme de mycélium
dormant. Au moment de la germination de la semence, le mycélium est activé. Le
champignon pathogeéne affecte la jeune plantule du blé et poursuit son développement au
niveau de I’apex. Au moment de 1’épiaison, tout le tissu de I’épi, sauf le rachis, est
transformé en une masse sporifére.les spores produites sont disséminés et infectent les
fleures des plantes voisines.les conditions favorables a I’infection correspondent a une
température de 16 a 22°C (Ezzahiri, 2001).

11.3.2. Carie du blé

11.3.2.1. Agent pathogéne
La carie commune du blé est causée par le champignon Tilletia caries, ou dans une
Moindre mesure par Tilletia foetida (Boulif, 2011). La contamination s’effectué¢ lors de la

germination du blé ; cependant, les symptémes ne sont visibles que plus tardivement.

11.3.2.2. Symptdmes
Les symptomes de cette maladie n’apparaissent qu’au moment du remplissage des
grains, sous forme d’une poussi¢re noire a la place de I’amidon, associée & une odeur

désagréable
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(Champion, 1997 ; Ezzahiri, 2001; Boulif, 2011). Les dommages de carie du blé peuvent
atteindre 40% de perte de rendement ainsi qu’un parasitisme estimé a 80% en fonction des

conditions climatiques (Nagy, 2007) (Figure 9).
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Figure 9 : épi et grains de blé caries source : (ARVALIS - Institut du végétal 2018,

http://www.fiches.arvalis-infos.fr)

11.3.2.3. Développement de la maladie

L’agent responsable de la carie se conserve sous forme de téleutospores sur la
semence et dans le sol. L’infection des jeunes plantes du blé se fait a des températures de
54 15°C. Le mycélium du champignon colonise le tissu méristématique et progresse vers

1’épi, au fur et a mesure que la plante se développe (Ezzahiri, 2001).

I1.4. Lutte contre les maladies cryptogamiques

La lutte contre les maladies cryptogamiques est nécessaire pour obtenir une récolte
abondante et de qualité. Elle peut étre systématique (traitement chaque année a titre
préventif) mais elle peut également étre raisonnée (traitement lorsque cela s'avére
indispensable) (Belahcene., 2008). Il existe plusieurs méthodes de lutte contre les

maladies cryptogamiques

11.4.1. La Lutte biologique

La lutte biologique se base sur I’utilisation d’organismes vivants pour réduire la

population des agents pathogénes de maniére a diminuer les dégats dans les cultures.
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Champignons, Nématodes, Bactéries, Insectes. Tous ces organismes sont potentiellement

des prédateurs pour les parasites et les ravageurs (Brodeur, 2007).

11.4.2. La Lutte culturale

La lutte culturale peut réduire 1’incidence et la gravité des maladies. Les rotations
utilisant des especes différentes du blé et non hoéte des maladies ainsi que les
assainissements réalisés par des labours profonds des débris végétaux peuvent réduire la
quantité d’inoculum disponible (Bensadoun, 2010).

11.4.3. La Lutte génétique

La résistance variétale quand elle existe, elle reste la méthode de lutte la plus rentable
et la plus efficace contre les maladies foliaires du blé. La résistance n’est pas un caractére
stable étant donné qu’elle peut étre surmontée par de nouvelles races et souches des
agents pathogenes concernée (Ezzahiri, 2001). C’est la solution idéale car elle dispense
I’agriculteur des couts qu’il aurait a engager dans la lutte tout en préservant

I’environnement (Harrat, 2009).

11.4.4. La Lutte chimique

La lutte chimique a pour but d'éviter la maladie (traitement préventif) ou de stopper
(traitement curatif), elle doit étre raisonnée en tenant compte de la durée de traitement, du
produit utilisé, de la dose a appliquer, du spectre d'action de la matiére active. Pour une
meilleur efficacité des traitements, l'agriculteur doit choisir la bonne période pour cela et
doit tenir compte aussi :
-De I'hnumidité de I'air (il est important qu'il ne pleuve pas dans les premiers jours suivant
le traitement).

-De I'état du sol (le sol ne doit pas étre trop humide).

La lutte chimique contre les agents phytopathogénes concerne particuliérement les
champignons responsables des maladies fongiques des plantes. En agriculture, les
fongicides sont utilisés pour abattre les champignons pathogénes qui s'attaquent aux
cultures, aux semences et aux produits récoltés. Les molécules et les préparations
fongicides utilisées dans la pratique agricole sont extrémement nombreuses et

appartiennent a des familles chimiques variées (Bermond, 2002).
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CHAPITRE Ill. LES FONGICIDES

111.1. Définition

Le premier utilisateur de fongicides dans le monde est I’Europe occidentale. Les
fongicides sont connus comme étant des destructeurs de divers champignons pathogénes
s’attaquant aux cultures de céréales a petits grains. (Who, 2005).

Les fongicides sont selon Clément, (1981), des substances (matieres actives) ou
préparations susceptibles d'entrainer plus ou moins rapidement [l'inhibition de la
croissance ou la mort des champignons et d’étre pratiqués pour la lutte contre les maladies
cryptogamiques des cultures et des produits récoltés. Aujourd’hui, les traitements
fongicides offrent aux utilisateurs une gamme variée de produits ainsi que de nouvelles
substances actives qui présentent une protection prolongée, un large spectre d’activité et

un contrdle systémique des maladies (Calvet, 2005).

111.2. Différentes familles de fongicides

Une fois appliqué sur une plante ou dans le sol, les fongicides restent & la surface de
la plante ou pénétrent dans la plante. On peut donc tout de suite distinguer deux grands

groupes :

111.2.1. Les fongicides de contact (surface) qui ne sont pas absorbés par la plante

Lorsqu’un fongicide de surface est appliqué, les gouttelettes s’étendent sur la feuille
mais ne pénetrent pas dans la feuille. Les feuilles qui émergent apres I’application ne sont
donc pas protégées et le fongicide est lessivé par la pluie et parfois désactivé par le soleil
(Carisse, 2008) (Figurel0).

Contact

Figure 10 : Action du fongicide par contact (Couvreur, 2002).
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111.2.2. Les fongicides systemiques

111.2.2.1. Définitions de la systémie

La systémie est 1’aptitude d’une molécule a se déplacer dans la plante pour atteindre
sa cible. Autrement dit, un composé est dit systémique lorsqu’il est retrouvé dans la plante
(Rocher, 2004). Selon Simon et al. (1994) les fongicides systémiques pénetrent dans la
plante et agissent, apres leur transport par la seve. Ils sont généralement appliqués sur le
feuillage, mais peuvent également étre appliqué dans le sol. Lorsque le fongicide est
absorbé par la plante, il se déplace vers le haut (apex) et le bas (racine) de la plante avec la
s¢ve montante et descendante. Les feuilles qui émergent aprés 1’application sont donc

protégees et le fongicide ne peut pas étre lessivé par la pluie (Figure 11) (Carisse, 2008).
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Figure 11: Action systémique du fongicide (Couvreur, 2002).

111.2.2.2. Principaux fongicides systémiques
111.2.2.2.1. Inhibiteurs de la biosynthese des stérols membranaires (IBS)

Il s’agit d’une importante classe de fongicides qui est développée depuis 1973. Ces
inhibiteurs peuvent provoquer 1’apparition de résistance chez les champignons pathogene,
en particulier si leur utilisation est excessive. La plus grande famille chimique de
fongicides IBS est celle des azolés. Ces molécules sont en majeure partie systémique.
Trois d’entre elles sont toutefois des fongicides de contact le prochloraze (imidazole), le

bitertanol et le difénoconazole (triazoles) (Rocher, 2004).

111.3. Mode d’action et site d’activité

Selon Simon et al. (1994), on distingue deux types de fongicides selon leur site

d‘action ; les fongicides a site unique (les unisites) et ceux a site multiple (les multisites) :
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111.3.1. Les fongicides a site multiple (Iles multisites)

Ces composés inhibent simultanément plusieurs fonctions essentielles du
champignon ; ils n‘ont pas de cible enzymatique spécifique. De ce fait, on n’observe pas
ou trés peu de résistance de champignons vis-a-vis de ces molécules (Leroux, 2003). Les
produits multi-sites sont utilisés soit en pulvérisation sur le feuillage des cultures, soit en
traitement des semences. lls inhibent plus particulierement la germination des spores. Du

fait de leur faible rémanence, leur application doit étre régulierement renouvelée.

111.3.2. Les fongicides a site unique (Uni sites)

Agissent contre un point précis et bien déterminé. C’est le site primaire, a partir de I3,
une réaction en chaine peu s’enclencher entrainant de nombreuses perturbations du
métabolisme. Ces fongicides sont connus sous le nom d’agent spécifique (Exp. : les

triazoles, les strobilurines).

111.3.2.1 Les triazoles

Les triazoles sont caractérisés par un hétérocycle a 5 atomes dont 2 carbones et 3
azotes. lls font partie d’un groupe de molécules fongicides appelé IDM (inhibiteurs de la
déméthylation), qui regroupe notamment le cyproconazole, 1’époxiconazole et le
prothioconazole. Utilisés en agriculture depuis une bonne trentaine d’années, |lls
bénéficient d’un large spectre d’efficacité contre les maladies des céréales (Walker, 2008 ;
Gortz, 2008).

111.3.2.1.1 Mode d’action

Les triazoles ont une action a la fois préventive et dans une certaine mesure curative.
Leur fonctionnement est spécifique : ils bloquent chez le champignon la synthese des
stérols, et plus précisément de 1’ergostérol, en inhibant 1’activité de la « 14-o déméthylase
». Encore plus précisément, ils bloguent le site actif de cet enzyme qui est également un
cytochrome P450 codé par le géne (cyp51) (vandeputte, 2008 ; Walker, 2008).

111.4 Les fongicides triazolés utilisés en agriculture Algérienne

111.4.1 Raxil® 060 FS

C’est un fongicide systémique liquide (suspension fluide) appliqué comme un

traitement de semences des céréales notamment le blé contre les maladies du charbon et

32



Revue bibliographique

de la carie (Tilletia caries, Urocystis spp et Ustilago spp.) et contre les Septoria nodorum

transmises par les semences.

111.4.1.1. Compositions et dose d’utilisation
Le Raxil® 060 FS contient 60 g/ | de tébuconazole (Figurel?). La dose d’utilisation
préconisée est de 0.51/ha.

111.4.1.2. Mode d’action

Le Raxil® controle les pathogenes présents dans les semences ainsi que ceux
adhérant a sa surface externe. Il est composé de Tébuconazole et posséde d’excellentes
propriétés systémiques. Apres sa pénétration a travers les téguments. Il est véhiculé dans
la graine et la jeune tige. Son large spectre d’action couvre les principales maladies des
semences. Le tébuconazole agit comme un inhibiteur de déméthylation (IDM) de la
biosynthese des stérols fongiques.

111.4.1.3. Périodes d’utilisation

Le Raxil® 060 FS utilisé pour le traitement des semences avant la plantation. Les
graines doivent étre séches et exemptes de dép6ts de sol au traitement.
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Figurel?2 : Structure chimique du tébuconazole (Couvreur, 2002)

111.4.2 Artea® 330EC (concentré émulsionnable)

C‘est un fongicide foliaire systémique a large spectre. Il est efficace contre les
principales maladies cryptogamiques des céréales (1‘oidium, la septoriose, les rouilles et
les maladies de la tache de la feuille) et protege les cultures méme en temps pluvieux
(Carter, 1987).
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111.4.2.1. Compositions et dose d’utilisation

Le fongicide est présenté sous forme liquide de couleur jaunatre a marron clair. Sa
matiere active est composée de :
-80 g/l de cyproconazole.
-250 g/l de propiconazole.
La structure chimique de ces deux molécules est représentée dans les Figures 13 et 14. La
dose d’utilisation de 1’ Artea® 330 EC est de 0.3 a 0.51/ha.

111.4.2.2. Mode d’action
L'ingrédient actif est absorbé par les feuilles et les tiges et est transporté vers le haut
de la plante et dans les zones de croissance. Il agit de maniere systémique, préventive et

curative. Sa longue durée d’action assure a la culture une protection de 3 a 5 semaines.

(Carter, 1987).

111.4.2.3. Périodes d’utilisation
L’application de 1’Artea® 330 EC est flexible durant tous les stades de croissance des
céréales pour assurer une protection des parties non traitées de la plante ainsi qu’une

meilleure qualité et productivite.

Hy

S

Figurel3 : Structure chimique du Propiconazole (Anonyme., 2000)
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Figurel4 : Structure chimique du Cyproconazole (Hennouni, 2012).

111.4.3. Amistar®Xtra

C’est un fongicide liquide avec des propriétés systémiques, translaminaires et de
contact a large spectre d’efficacité pour toutes les stratégies possibles. Il est préconisé
Contre toutes les maladies importantes sur feuilles et épis dans les céreales.

111.4.3.1. Compositions et dose d’utilisation

Le fongicide est présenté sous forme liquide de couleur blanchatre. Sa matiére active
est composeée de :
-200 g/l d’azoxystrobine

-80 g/l de cyproconazole.

Donc, la structure chimique de 1’azoxystrobine est observée par la Figure 15.
La dose d’utilisation de I’Amistar®Xtra est de 0.5 a 0.751/ha.

111.4.3.2. Mode d’action

La combinaison de deux matiéres actives offre a I’ Amistar®Xtra deux modes d’action
différents.
* L’Azoxystrobine, mati¢re active de la famille des strobilurines : elle a une action
translaminaire et agit au niveau de la mitochondrie par le blocage de la respiration des
champignonspathogénes.
* Le Cyproconazole, mati¢re active de la famille des triazoles : elle a une action

systémique et agit par inhibition de la biosyntheése de I’ergostérol des champignons
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pathogenes. Amistar®Xtra est, a la fois préventif en bloquant la germination des spores et
curatif en empéchant la  croissance  mycélienne et la  sporulation.
L’action simultanée des deux matiéres actives composant 1’ Amistar®Xtra lui confére une
excellente efficacité contre les maladies fongiques des céréales (fiche technique

www.syngenta.fr ).

111.4.3.3. Périodes d’utilisation

Le Meilleur stade d’application de I’Amistar®Xtra est DC 39-5 (montaison-épiaison)

(fiche technique www.syngenta.fr )

M’f’ﬂ““rl
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Figure 15 : structure chimique de lI'azoxystrobine (Ineris, 2012)
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CHAPITRE IV. LA RESISTANCE AUX FONGICIDES TRIAZOLEES
V.1 Définition

La résistance a un fongicide est souvent determinée par une modification du
patrimoine génétique (porté par I’ADN) du champignon, qui entraine une modification de
la cible. Le champignon devient ainsi moins sensible a 1’action du fongicide. Il existe
deux types de résistance : la résistance naturelle et la résistance acquise, pour laquelle les
populations majoritairement sensibles au moment de I’introduction d’une famille

chimique, sont devenues résistantes sous la pression d’utilisation de ces fongicides

(Walker, 2008).

IV.2. Mécanismes de résistance aux triazolées
Trois principaux mécanismes de résistance aux azolés sont décrits : des modifications
de la cible, la surexpression de la cible et la surexpression de pompes d’efflux

multidrogues.

1VV.2.1. Modification de la cible

La cible principale des azolés est la 14-a-déméthylase qui intervient dans la synthese
de I’ergostérol et est synthétisée par le gene (CYP51). Plusieurs mécanismes modifiant la
qualité et/ou la quantité de cette enzyme cible sont a I’origine de résistance des mycetes
vis-avis des azolés. Des mutations non-synonymes (ponctuelles) dans CYP51A chez les
filamenteux diminuent 1’affinité de 1’azolé pour sa cible. Seules des mutations en des
positions déterminées entrainent une résistance. Bien que la cible soit modifiée, la

résistance n’est pas obligatoirement croisée pour I’ensemble des azolés (Rocher, 2004).

1V.2.2. Surexpression de la cible

La surexpression de la 14-a-déméthylase est un mécanisme de résistance aux azolés
traduit par La présence en grande quantité d’ergostérol dans les membranes plasmiques
est secondaire ce qui entraine 1’augmentation de la transcription de CYP51 ou sa
duplication. La résistance serait croisée entre tous les azoleés.

(Guillot, et Dannaoui, 2015).
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IV.2.3. Systémes d'efflux : efflux accru (MDR)

La résistance aux azolés est aussi liée a 1’activité accrue de pompes a efflux qui
conduit a une rapide élimination des antifongiques. Les pompes impliquées dans la
résistance aux azolés appartiennent a deux familles , la famille des transporteurs ABC
(ATP Binding Cassettes) et la famille des transporteurs MFS (Major Facilitator
Superfamily) (Dannaoui, 2012 ; Perlin, 2014).

La surexpression de pompes membranaires d’efflux  réduisent rapidement la

concentration d’antifongiques dans la cellule fongique (Cuenca-Estrella, 2014).
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CHAPITRE IDISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES
CHAMPIGNONS PHYTOPATHOGENES

Dans le but de mettre en évidence la mycoflore associée a des semences, feuilles et épis
de blé dur traitées et non traitées par des fongicides triazolés. Une étude est effectuée
durant les saisons agricoles (2013-2014) et (2014 — 2015). 11 est a noter que 1’étude a été
menée conjointement au sein des laboratoires de Mycologie Biotechnologie et de
I’Activit¢é Microbienne (Université des Fréres Mentouri- Constantinel, Algérie), de
Parasitologie et Mycologie Médicale (Université Claude Bernard-Lyon 1, France) et celui

de Parasitologie et Mycologie, CHU La Timone Marseille, France.

I.1. Matériel végétal

Pour les deux campagnes, notre étude a porté sur la variété GTA de blé dur (Triticum
durum). C’est la variété de blé dur la plus précoce. Elle est d’origine mexicaine et a été
introduite en Algérie par I’'ITGC (Institut Technique des Grandes Cultures). Elle est de
paille courte (moins de 90 cm). Elle présente de bonnes caractéristiques technologiques, et

particulierement dans la fabrication du pain et des pates (Hamadache, 2001).

1.1.1. Prélevement des échantillons

1.1.1.1. Semences de blé non traité

Pour chaque saison, 1 kg de chaque échantillon de semences de blé dur non traité a été
récupéré chez deux agriculteurs libéraux 1’un situé a Teteghma Wilaya de Mila (38km de
Constantine) et I’autre situé a El Hamma (17,2 km de Constantine). Les semences de blé
dur sont stockées dans des sacs fabriqués en toile de jute, dans des hangars a I’abri de
I’humidité. Les échantillons ont été ramenés dans des sacs du papier stériles afin de les

traités au Laboratoire de Biotechnologie, Mycologie et de I’ Activité Microbienne.

1.1.1.2. Semences de blé traité

Pour chaque saison, 1 kg d’échantillon de semences de blé dur traité par le fongicide
Raxil® 060 FS ont été tirées au hasard directement des silos de stockage a I'OAIC (Office
Algérien Interprofessionnel des Céréales) a 1’aide d’une spatule stérile. Les échantillons
ont été conservés dans des sacs stériles et traités au Laboratoire de Biotechnologie,

Mycologie et de 1’Activité Microbienne.
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1.1.1.3 Feuilles et épis de blé au stade fin tallage-début montaison (1°" traitement au
champ)

Pour chaque saison, des échantillons de feuilles et épis de blé ont été récupérés au hasard
directement des champs de blé (chez les deux agriculteurs) avant et apres traitement par le
fongicide Amistar®Xtra a 1’aide de ciseaux stérile. Les échantillons ont été conservés (24h
a 4°C) dans des sacs stériles et traités au Laboratoire de Mycologie, Biotechnologie et de
I’ Activité Microbienne (UFMCL1).

1.1.1.4 Feuilles et épis de blé au stade floraison (2°™ traitement au champ)

Des échantillons des Feuilles et épis de blé ont été récupérés au hasard directement des
champs de blé avant et apres leur traitement par le fongicide Artea®330EC. Les
échantillons ont été conservés dans les mémes conditions citées précédemment et traités

au Laboratoire de Mycologie, Biotechnologie et de 1’ Activité Microbienne.

1.2. Isolement des champignons phytopathogéenes
1.2.1. Milieux d’isolement

1.2.1.1. Semence de blé dur

Quatre milieux (Annexe 1) ont été utilisés pour 1’isolement des champignons des semences
de blé traités et non traités.

» PDAac (Potato dextrose agar acidifié)

> PDAr (Potato dextrose agar rose Bengal)

» Gzapeck acidifié

» Gzapeck rose Bengal

L’ajout de I’acide lactique ou du rose Bengal empéche le développement des bactéries. De
plus le rose Bengal ralentit le développement des moisissures a croissance rapide et

permet d’isoler les moisissures a croissance lente (Larpent, 1990).
1.2.1.2. Feuilles et épis de blé dur

Le milieu PDAac (potato dextrose agar acidifi¢) a été utilisé pour I’isolement des

champignons phytopathogenes a partir des feuilles et de I’épi de blé dur.
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1.2.2. Méthodes d’isolement

1.2.2.1. Semence de blé dur
Deux meéthodes ont été utilisées pour isoler la mycoflore des échantillons des semences de
blé dur considérés : une méthode directe et une autre indirecte afin de mettre en évidence

d’éventuelles différences de la mycoflore isolée, en rapport avec la technique utilisée.

1.2.1.1. Méthode de suspension-dilution (méthode indirecte)

La technique d'isolement indirect utilisée est celle décrite par Multon (1982). 5g de grains
de chaque échantillon sont désinfectés et sont additionnés a 45ml d’eau physiologique
stérile ainsi que quelques gouttes de Tween 80 (solution mere). Ensuite, une série de
dilutions est réalisée jusqu’a I’obtention de la concentration désirée. Des boites de Pétri
contenant les milieux : PDAac, PDAr, Gzapeck acidifié, et Gzapeck rose Bengal sont
ensemencées avec 1ml des dilutions, le surnagent est éliminer apres 10a 15mn. Toutes ces
analyses ont été réalisées en triplicata pour chaque échantillon. L’incubation dure 5 a 7j a

28°C.

1.2.1.2. Méthode du papier buvard (méthode directe)

L’isolement a ¢été effectué selon la méthode proposée par Mills et al, (1978) avec
quelques modifications. 60 grains de blé désinfectés et sélectionnés au hasard, a partir de
chaque échantillon, ont été mises dans 4 boites de Pétri stériles contenant du papier filtre
stérile, imbibé avec 5.5 ml d’une solution aqueuse stérile de chlorure de sodium a 7.5%.
Les boites ainsi préparées sont incubées a 25°C dans ’obscurité pendant 10 a 15 jours.
Toutes ces analyses ont été réalisées en triplicata pour chaque échantillon (Tahani et al,
2008).

1.2.2.2. Feuilles et épis de blé dur
Pour isoler la mycoflore des feuilles et épis considérés, nous avons utilisé la technique
directe pour I’isolement a partir des feuilles et de I’épi et la technique de la chambre

humide pour I’isolement a partir des feuilles.

1.2.2.2.1. Technique directe
Des fragments de feuilles ont été stérilisés pendant 3 minutes dans une solution
d’hypochlorite de sodium a 1%, rincés avec de ’eau distillée stérile et séchés sur un

papier buvard stérile. 4 a 6 morceaux de 5mm des feuilles ont été déposés dans des
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boites de Pétri contenant le milieu PDAac Iincubation dure 5 a 7j 4 28°C (Belkacem-
Hanfi et al, 2013).

1.2.2.2.2 Technique de la chambre humide

En ce qui concerne la technique de la chambre humide, la méthode d’isolement consiste
a préparer les fragments de feuilles : stériliser pendant 3 minutes les fragments de feuilles
avec une solution d’hypochlorite de sodium a 1% puis les rincer avec de 1’eau distillée et
les faire sécher sur un papier buvard stérile. Ensuite, fixer avec du scotch chaque
morceau de feuille sur une lame en verre que 1’on met dans une boite de Pétri contenant du
papier buvard stérile imbibé d’ecau distillée stérile (chambre humide) (Jebbouj et Brahim-
El Yousfi, 2006).

Exposer les boites de Pétri, bien fermées, a la lumiére pendant 12 a 24 heures, le temps
nécessaire pour la sortie des conidiophores, puis elles sont mises dans 1’obscurité totale
pendant 12 a 24 heures pour I’apparition des conidies. Les boites de Pétri sont observées a
I’aide d’une loupe binoculaire. Les fragments de feuilles sont ensuite déposés sur le milieu
PDAac (3boites pour chaque échantillon de feuille de blé dur) et I’incubation est réalisée a
une température de 25°C pour une période de 6 a 7 jours (Semale, 1993). Toutes les
manipulations microbiologiques sont realisées dans des conditions d'asepsie sous hotte
avec l'appoint d'un bec Bunsen. Les colonies développées autour des fragments de végétal

n’étant pas pures, elles sont dans la majorité des cas contaminées (Semale, 1993).

1.2.3 Purification et conservation des souches isolées

Des observations quotidiennes sont effectuées deés la germination des grains et 1’apparition
de mycélium. Chaque mycélium développé est repiqué, a I’aide d’un fil de platine stérile,
au centre de boite de Pétri contenant un milieu PDAac neuf puis incubé a 27°C pendant 6
jours. En cas de contamination par autre souche fongique, la purification des souches est
effectuée par le repiquage d’un hyphe terminal au centre de boite contenant le méme
milieu et dans les mémes conditions d’incubation jusqu’a I’obtention de souches pures
(Guiraud, 2003).

Les souches pures obtenues sont conservées dans des micro-tubes a cryobilles au

congélateur a -20 °C.
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1.3. Méthodes d’identification

L’identification d’une espéce fongique repose sur 1’analyse de critéres culturaux
(température et vitesse de croissance, milieux favorables) et morphologiques. Ces derniers
sont constitués des parameétres macroscopiques (aspect des colonies, de leur revers) et
microscopique (aspect du mycélium, des spores, des phialides, des conidiophores,...)
(Cahagnier et Richard-Molard, 1998).

1.3.1. Identification morphologique

1.3.1.1. Identification macroscopique

L’évaluation de I’ampleur de la croissance et du développement est observée apres 5,7 et
10 jours d’incubation a 28°C. Ce suivi réalisable a I’ceil nu mais aussi grice a un
binoculaire permettant ainsi de rassembler des indices révélateurs de ’identit¢ de nos
souches (couleur du mycélium aérien et sa variation au cours du temps, couleur du revers

de la boite...).

1.3.1.2. Identification microscopique

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait par la technique de scotch qui
consiste a adhérer a I’aide d’un bout de scotch une fraction mycélienne a partir d’une
culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes de lactophénol
(Chabasse, 2002). Généralement, un examen a 1’objectif 40 est suffisant pour mettre en
évidence la plupart des éléments importants de diagnose (Cahagnier et Richard-Mollard,
1998). L’observation microscopique de moisissures repose sur des caractéristiques tels
que: hyphes cloisonnés ou non, type et apparence du systeme sporale, caractéristiques de

la spore asexuée (couleur, taille, septation), etc... (Guiraud, 2003).

1.3.2. Caractérisation moléculaire des isolats

L'identification d'espéces fongiques est traditionnellement fondée sur les caractéristiques
culturales et morphologiques macroscopiques et microscopiques. Cette identification
nécessite donc, en générale, plusieurs jours de culture (7 a 10 jours le plus souvent). La
culture sur des milieux spécifiques peut étre nécessaire pour obtenir la formation de
conidies et, dans certains cas, 1’absence d’apparition de conidies rendra impossible

I’identification du mycélium. Par conséquent, de nombreuses etudes ont vise a développer
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des méthodes d’identification reposant sur I’étude des acides nucléiques (ADN et ARN) et
ne nécessitant plus obligatoirement un examen morphologique (Peterson, 2006 ;
Hinrikson, 2005 ; Feuilhade de Chauvin, 2005 ; Jin et al., 2004 ; Reiss et al., 1998).

Les méthodes les plus intéressantes sont basées sur 1I’amplification par PCR (polymerase
chain reaction) de certaines régions spécifiques comme le gene codant pour la sous-unité
18S ribosomale et des régions ITS1 et ITS2 (Hinrikson, 2005).

L’identification moléculaire d’especes fongiques est, a I’heure actuelle, surtout appliquée
en mycologie médicale pour différencier les espéces d’intérét. L’identification moléculaire
peut permettre une différenciation rapide des différentes especes d’Aspergillus ainsi que
celle d'autres moisissures ou levures, pathogénes opportunistes (Dial, 2007 ; de Aguire,
2004 ; Schabereiter-Gurtner, 2007 ; Paterson, 2003) Cette méthode est aussi utilisée pour
différencier et identifier les moisissures responsables de 1’altération des aliments,

principalement les espéces de Penicillium (Boysen, 2000 ; Hageskal, 2006).

1.3.2.1. Extraction de ’ADN génomique

Les isolats des mycétes ont été réensemencés sur milieu nutritif SDA (Sabouraud Dextrose
Agar) et placés en chambre de croissance pendant 7jours a 28°C. L’extraction de ’ADN a
été réalisée au sein du laboratoire de Parasitologie et Mycologie Médicale (Université

Claude Bernard-Lyon1).en utilisant le Kit Quiagen.

Un volume de 200ul de surnageant a été prélevé de la culture puis passé au disrupteur
(DisruptorGenie) a billes (0.5mm) pendant 20 min a vitesse max (2850 rpm) (le volume de
bille 1 pour 2). Ensuite, 20 pl de protéase K ont été ajoutés aux 200ul de chaque
échantillon pour dénaturer toutes les enzymes. La lyse de la paroi cellulosique des spores
fongiques a été réalisée dans 200ul de tampon AL. La suspension a été vortexée jusqu’a
dissolution compléte du culot et incubée a 56°C pendant 10 min. Apres incubation, 200 pl
d’éthanol absolu ont été rajoutés afin de précipiter I’ADN. La suspension a été pipetée (y
compris le précipité qui a pu se former) et transféré dans une colonne placée dans un tube
de 2 ml (fourni dans le Kit), puis centrifugée 1mn a 6000 g. La colonne de cilice a été
remise dans un nouveau tube de 2ml, ensuite elle a été lavée avec 500 pl de Tampon AW1
puis centrifugée 1min & 6000g. La colonne a été remise une deuxieme fois dans un
nouveau tube de 2ml et a été lavée avec 500 pl de AW?2 et centrifugée 3 min a 10.000g,
par la suite la colonne a été placée dans un tube Eppendorf 1.5ml et ¢luée avec 50 pl d’eau

pur préchauffée a 60°C. Une incubation d’une heure a été faite avant une centrifugation
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d’une minute a 6000g. 50 ul de la solution ont été récupérés et 5 ul ont été utilisés pour
I’amplification de I’ADN.

1.3.2. 2. Amplification de ’ADN fongique (PCR Panfongique)

Le marqueur moléculaire choisi dans cette étude phylogénétique est le genre ribosomal
18s, trés representé dans les banques de données. Ce marqueur nous permettra d’affilier
nos séquences avec celles d’organismes connus. Deux amorces universelles ont été
utilisées : ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) et ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). L’amplification est réalisée par un volume de 20 pl.
Les réactions de PCR ont eu lieu dans le thermocycleur (LightCycler 1.5 Roche). Les

micros tubes contiennent 2 pl de I’ADN dans un mélange réactionnel de 20 pl.

Les conditions d’amplification par PCR ont été : une dénaturation initiale a 95°C pendant
10 Minutes suivie de 45 cycles de dénaturation a 95°C (10 secondes), Hybridation a 58°C

(10 secondes) et élongation a 72°C (40 secondes).

1.3.2.3. Purification du produit PCR
La purification des séquences a été réalisée avec le Kit CleanSeq (de la société
Agencourt), une purification sur Kit Billes magnétiques SPRI. (Le protocole est détaillé

dans I’annexe 2).

1.3.2.4. Séquencage de ’ADN

Les produits PCR purs sont séquencés au laboratoire Biofidal (Avenue Gabriel Péri 69120
Vaulx en Velin, Lyon France) selon la méthode de Sanger avec le Kit BigDyeTerminator
V3.1 (société Lifetechnologies), en utilisant les amorces ITS1 et ITS4. Une réalisation
d’un mélange réactionnel contenant de 0,5 a 1 pL d’Amorces (2 10 uM), 1 pl Ready Mix,
2 pl de dilution Buffer 5 X, 0,1 pl Taq (Termi Pol 5U/ul), 11 ul H20. Pour I’ensemble des
réactions, qui ont été reparti dans les puits de la plaque PCR ou se trouve I’ADN déja pur.
La plaque a été scellée et placée dans le thermocycleur, 35 cycles ont été realisés ; une
dénaturation pendant 15s a 95°C, hybridation pendant 15 s a 51°C et élongation pendant 3
min a 60°C, refroidissement a 11°C, toutes ces étapes sont précédées par une dénaturation

initiale pendant 3 min a 95°C.
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1.3.2.5. Analyse des séquences

Les résultats du séquencage des souches fongiques ont été obtenus sous forme
d’électrophorégrammes bruts sous logiciel Chromas. Les alignements du couple des
séquences sens / antisens ont été effectués par le logiciel Clustal X pour définir la

Séquence consensus.

1.3.2.6. Comparaison des séquences avec la banque informatique

Les séquences d’ARNr 18s obtenues ont été soumises a une recherche d’homologie de
séquences en utilisant le programme BLASTnN (Blast local Alignement Search Tool for
nucléotides) sur le site NCBI (National Center For Biotechnology Information) pour
rechercher les séquences les plus proches déposées dans Genbank (http:/
www.ncbi.nhm.gov/blast) (Altschnl, 1997).

1.3.2.7. Analyse phylogénétique

L’analyse phylogénétique consistait a évaluer les divergences entre plusieurs séquences :
plus le nombre des substitutions entre deux séquences est élevé, plus la probabilité que ces
deux séquences aient un ancétre commun est fiable. L’arbre phylogénétique est une

représentation des résultats obtenus.

1.3.2.8. Méthodes de reconstruction d’arbres phylogénétiques

Aprés avoir aligné les séquences, 1’arbre phylogénétique a été construit avec le
programme Mega version 6. Ce programme permet d’utiliser des méthodes
mathématiques modélisant différentes hypothéses quant a 1’évolution des genes, et génere
des arbres phylogénétiques représentant les relations entre organisme. La méthode utilisée
pour la construction d’arbre est celle du « Neighbor Joining » (Saitou et Nei, 1987) : elle
est la plus utilisée en microbiologie. C’est une méthode de distance, elle est basée sur le
nombre moyen de substitutions nucléotidiques entre des séquences prises deux a deux.
Elle permet de trouver les paires de séquences voisines qui minimisent la somme des
longueurs des branches a chaque étape de regroupement. C’est une méthode relativement
rapide, qui génére un arbre selon I’évolution minimale et donne de bons résultats pour des
séquences proches. Cependant elle n’est pas utilisable pour des séquences trés éloignées,
et elle traite toutes les substitutions de maniére équivalente ce qui induit une perte

d’informations comme dans toutes les méthodes de distance (Ex : UPGMA), la méthode
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du Neighbor Joining sous estime le nombre d’événements mutationnels car les
substitutions sont simplement dénombrées et ne sont pas pondérées. Or des phénomenes
de mutations multiples peuvent se produire. Différentes corrections ont été proposées pour
tenter de corriger ce biais en faisant des hypotheses sur la facon dont les bases se sont
substituées a un locus donné. La correction de Kimura (1980) repose sur 1’hypothése que
les transitions se produisent a des taux élevés que les transversions : le poids des
transversions est double par rapport a celui des transitions. Par ailleurs, la robustesse des
arbres a été testée par la méthode du bootstrap (Felsentein, 1985). Cette méthode
d’analyse par échantillonnage permet d’évaluer la robustesse de chaque embranchement
en donnant une mesure statistique de la confiance qui peut lui étre attribuée.
L’échantillonnage consiste a redistribuer les sites de fagon aléatoire et a créer les
topologies de 1’arbre correspondant. L’opération est réalisée 100 a 1000 fois. La valeur de
bootsrap d’un embranchement correspond a sa fréquence d’obtention sur les différentes

topologies obtenues.

1.3.3. Identification par MALDI-TOF MS

L’identification des champignons filamenteux par MALDI-TOF est un champ
d’innovation en pleine expansion. Bien que trés peu d’études soit encore disponible, les
premier travaux ont montré que la MALDI-TOF MS permet d’obtenir une identification
précise des espéces de champignons filamenteux, y compris au sein des complexes
d’espéces. La MALDI-TOF MS représente ainsi le premier outil permettant une

identification rapide, précise et standardisée des filamenteux.

1.3.3.1. Principe

La technologie MALDI - TOF / MS (pour Matrix-Assisted Laser Desorption lonization -
Time Of Flight / Mass Spectrometry) est une méthode récemment développée pour
I’identification rapide et précise de micro-organismes.

Elle est composée de trois unités fonctionnelles : (1) une source d’ions qui assure
I’ionisation et la vaporisation des molécules de 1’échantillon ; (2) un analyseur de masse
séparant les ions selon leur masse et leur charge ; (3) un détecteur des ions ainsi sépares.
La technologie MALDI assure la production d’ions par désorption / ionisation.
L’echantillon est piege dans une matrice composeée de petites molécules acides, comme

I’acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA), qui est ensuite soumise a de bréves
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impulsions laser. La matrice absorbe 1’énergic de ces impulsions et 1’utilise pour la
désorption des molécules qui sont vaporisées et ionisées. Les molécules ainsi obtenues
sont accélérées grace a un champ électrostatique, puis injectées dans un tube de vol. Le
temps de vol (TOF) nécessaire aux ions pour rejoindre le détecteur varie avec leur masse
et leur charge, les plus petits ions voyageant plus rapidement que les plus volumineux. Les
ions sépares selon leur temps de vol sont détectes a 1’aide d’un spectrométre de masse
(MS). Le spectre obtenu est caractérise par le ratio masse / charge et I’intensité des ions et
correspond a la signature de 1’échantillon. Cette derniére est comparée a une base de
données qui permet I’identification du micro-organisme au rang de genre ou d’espéce

(Croxatto, 2012).

1.3.3.2. Nettoyage de la cible

Il consiste a rincer la plaque avec de 1’eau chaude puis la frotter avec du papier en versant
dessus de 1’éthanol a 70%. La cible est ensuite plongée dans 1’éthanol pendant 15 mn,
frottée avec 500ul du TFA (Acide TriFlurocetique) a 80% puis rincée avec de I’eau

HPLC. Cette derniére est, enfin, laissée sécher a 1’air libre.

1.3.3.3. Préparation de la matrice

Une matrice solide est utilisée comme véhicule pour la substance a analyser a l'aide de
laser pour l'analyse MALDI. Cette matrice permet de protéger I’échantillon d’une
ionisation directe, de refroidir les ions grace a une distribution plus fine de 1’énergie
cinétique, d’améliorer le rendement d’ionisation et aussi de ne pas ajuster la longueur
d’onde de travail du laser a la longueur d’onde d’absorption de chaque échantillon.

Une solution de matrice saturée a été préparée, sous une hotte chimique, dans un tube
Eppendorf par addition de 2 spatules de la matrice (typiquement d’alpha- cyano- 4
hydrocinnamic acide, HCCA) a 500 ul d’acetonitril HPLC, 250 ul de TFA a 10% et 250 pl
d’eau HPLC, une petite quantité de matiere insoluble est observée.

La solution est agitee, soniquée au bain a ultrasons (pendant 10 minutes), centrifugée a
13000 rpm pendant 5 minutes et le surnageant est transféré dans un tube a Eppendorf

propre. La matrice est, ainsi, préte a I'emploi.
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1.3.3.4. Préparation des échantillons et analyse spectrométrique

Les isolats des mycetes ont été réensemenceés sur des plaques de Sabouraud
Chloramphenicol Gentamicin (OXOID, France) pendant 2 & 10 jours a 30 ° C. Les hyphes
et les spores fongiques étaient récoltés par grattage des colonies fongiques avec une anse
de platine stérile et soumis a une extraction a l'aide d'acide formique et de I'acétonitrile.
Les extraits ont été, ensuite, déposes en quatre répliques sur le Cible MALDI-TOF et
recouvert de 1 pL de solution matricielle (a-cyano-4 hydroxycinnamic acid). Les spectres

ont ét¢ acquis a l'aide d'un instrument UltrafleXtreme ™ (Bruker Daltonics, Allemagne).

1.3.3.5. Traitement des données avec le logiciel Biotyper v2.1 (Bruker Daltonics)

Les données ont été automatiquement acquises puis exporté vers MALDI Biotyper v2.1
(Bruker Daltonics). L'identification a été effectuée en comparant les Spectres obtenus de
chaque isolat a une Bibliothéque de spectres de référence de champignons filamenteux. La
concordance des spectres obtenus a partir des isolats fongiques étudiés avec ceux des
souches de référence est traduite par des scores (de 0 jusqu’a 3) qui indiquent le degré de
confiance a accorder a I’identification (Lartigue et al, 2009; Cherkaoui et al, 2010). Un
score supérieur a 2,000 (ou compris entre 2,000 et 3,000) indique une bonne fiabilité et
une forte probabilité d’identification de 1’espéce. Le rang du genre, a ce score étant

totalement sécurisé (Gidenne, 2011 ; Blondiaux, 2013 ; Normand et al., 2013).
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CHAPITRE Il : DETERMINATION DU PROFIL DE RESISTANCE

I1.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices par la technique de

diffusion

Contrairement a D’effet fongistatique, il n’existe pas de méthode standardisée
permettant 1’évaluation de I’effet fongicide. Il peut €tre mesuré par la Concentration
Minimale Fongicide (CMF) qui est définie par certains auteurs comme la plus faible
concentration de fongicide capable de réduire de 99,9% la population initiale aprés un
temps donné (Graybill et al, 1997). Une meilleure approche de I’effet fongicide est obtenue
par I’¢tude de la cinétique de mortalit¢ d’une souche en présence de différentes

concentrations de I’antifongique (Manavathu et al, 2004).

La présente étude a été conduite afin de tester la sensibilité des souches précédemment
isolées aux fongicides couramment utilisés (Raxil® 060 FS, Amistar®Xtra, et I’Artéa®
330EC) (Tableau 02). Toutes les molécules testées sont de la famille chimique des
triazolés. Cette étude permettra de déterminer I’efficacité ou non des fongicides testés sur
les différentes isolats. Le choix de ces produits est basé sur le fait que ce sont ceux
mentionnés par les producteurs comme étant utilisés pour le traitement de la culture de blé

et pratiqués par les agriculteurs a Constantine.

Tableau 2: Liste des fongicides utilisés

Nom Matiére active Dose matiere Type de Dose Mode
commercial Active (g/L) formulation appliquée d’action
Raxil®060 FS Tébuconazole 60 Suspension 0.5L/300 L Systémique

Fluide d’eau/ha
Amistar®Xtra Azoxystrobine 200 Liquide 0.5L/300 L | Systémique et
Cyproconazole 80 d’eau/ha de contact
Artéa ®330EC | Cyproconazole. 80 Concentré 0.5L/300 L Systémique
propiconazole 250 Emulsionnable d’eau/ha
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11.1.1. Préparation des souches
Les champignons sur lesquels ces fongicides ont été testés ont eté cultivés sur milieu

PDA acidifié et mis en incubation a 28°C, a I’obscurité, pendant 07 jours.

11.1.2. Préparation des fongicides

Pour les tests in vitro, les concentrations des fongicides indiquées par le fabricant ont
été respectées pour préparer les solutions stocks de 10 ml des fongicides. A partir des
solutions stocks de chaque fongicide, six volumes (170 pl, 190 pl, 200 pl ,230 pl, 250 pl et
270 ul diluées dans 114 ml d’eau distillé stérile) ont été prelevées pour étre incorporés au
milieu de culture PDA coulé en surfusion dans des boites de Pétri de 9 cm a la température
de 45 °C environ (Tableau 03).

Tableau 3 : Les concentrations (ul/ml) des fongicides utilisées dans le milieu PDA

Fongicides Concentration (ul/114ml)
D1 D2 D3 D4 D5 D6

Raxil® 060 FS
Amistar®Xtra 170 | 190 | 200 | 230 | 250 270
Artéa®330EC

D1, D2, D3, D4, D5 et D6 constituent les différentes concentrations de fongicides en boite de Pétri.

11.1.3. Technique de diffusion

Des sections de 5 mm de diamétre de culture sont effectuées et déposées sur les
milieux solidifiés incorporés des différents fongicides pour les traitements et sur milieu
solidifié sans fongicide pour le témoin (contréle). Pour chaque traitement, trois répétitions
ont été effectués.

La Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la technique de
diffusion a été effectuée selon la méthode proposée par (Koffi, et al 2009) avec quelques
modifications. Pour chaque traitement, le parametre diametre moyen de la croissance
radiale du mycélium des isolats a été mesuré. Les mesures ont été effectuées aprés 10 jours
d’incubation. Ensuite, Le pourcentage d’inhibition de croissance a ¢té calculé avec la
moyenne de croissance radiale du mycélium pour chaque dose. Ce qui a permis de

déterminer le niveau de résistance ou de sensibilité des isolats aux fongicides testés. Le
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pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule et I’échelle de sensibilité proposée
par Kumar et al (2007) :

=L x 100

ou,

| = Pourcentage d’inhibition

C = Croissance radiale (mm) du témoin

T = Croissance radiale (mm) du traitement
Le niveau de sensibilité ou de résistance de I’isolat a été déterminé selon 1’échelle de
Kumar et al (2007). Pour I :

- > 90% Hautement Sensible

- > 75-90% Sensible

> 60-75% Modérément Résistant

- > 40-60% Résistant

- < 40% Hautement Résistant

11.2. Analyse statistique

Le dispositif expérimental est un plan complet a deux critéres de classification : cas
d’un modele hiérarchisé. Facteur A : les différents types de fongicide. Facteur B : les doses
de fongicide appliquées en boites de Pétri. Une analyse de variance (ANOVA) associée au
test de comparaison de moyennes de Newman & Keul a été effectuée pour comparer plus
de deux moyennes de plusieurs populations a partir des données d’échantillons aléatoires
simples et indépendants et distinguer les groupes selon les valeurs des moyennes des

variables a tester. Le seuil de signification est de 5%. Le logiciel utilisé est Statistica 9.0.
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CHAPITRE 11l : DETECTION DES MUTATIONS DE RESISTANCE
DANS LE GENE CYP51

La détection de souches résistantes aux azolés est de plus en plus fréquente dans de
nombreux pays. En effet, I'utilisation des fongicides azolés dans I’environnement aurait
un impact sur 1’apparition de mécanismes de résistance particuliers (Rocchi, 2015).Les
fongicides azolés ont pour cible 1’ergostérol, un stérol majeur de la membrane cellulaire
fongique. Ce constituant essentiel est synthétisé a partir du lanostérol (par suppression du
groupe méthyl en position C14) sous I’action de 1’enzyme 14-alpha déméthylase
dépendante du cytochrome P450, codée chez les champignons filamenteux par le gene
cyp51. Ce dernier est représenté par un, deux ou trois paralogues cyp51A, cyp51B et

cyp51C selon le genre (Becher, 2011).

Plusieurs mécanismes modifiant la qualité et/ou la quantité de cette enzyme cible sont
a Dorigine de résistance des mycétes vis-a-vis des azolés. La résistance aux azolés peut
étre primaire et existe naturellement (Alcazar-Fuoli, 2008) ou secondaire (acquise),apres
I’exposition a un traitement. Plusieurs mécanismes de résistance acquise existent chez les
azolés et les plus fréquents impliquent des mutations sur le géne cyp51A (région codante
de 2048 pb).Ces mutations sont retrouvées le plus souvent sur les codons 54, 98,138 et
220 (Snelders, 2008 ; Denning, 2011 ; Stensvold, 2012).

L’objectif majeur de cette partie est de vérifier par approche bioinformatique, si les
isolats présentent une mutation de cyp51A pouvant étre associée a un phénomeéne de

résistance.

I11.1. Résistance par mutation de la cible cyp51A

I11.1.1. Souches étudiées

Dans cette partie, les six isolats inclus dans 1’étude de sensibilité aux fongicides
triazolés ont été analysés. Pour cela, ils ont été réensemencés sur milieu nutritif
(Sabouraud dextrose agar complétée avec 0,5% de chloramphénicol) et placés dans 1’étuve
pendant 7jours & 37°C (Borman et al, 2010). L’ADN de chacun d’eux a été extrait avec le
Kit Quiagen comme décrit precédemment. L’extraction de I’ADN a été réalisée au sein du

laboratoire de Parasitologie et Mycologie Médicale La Timone, Marseille (France).
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111.1.2. Séquencage du cyp51A

Les extraits d’/ADN ont été analysés au moyen de deux tests PCR en temps réel. Un
pour la détection des espéces, l'autre pour identifier les mutations de résistance en utilisant
le Mix LC480 de chez Roche (France) pour la premiere PCR et le mix BigDye Terminator
de chez Applied (France) pour la seconde. L'amplification a été réalisée sur 45 cycles. La
région de cyp51A,y compris le promoteur, a été amplifiée par PCR dans trois fragments en

utilisant les amorces appropriées :

Région promotrice : Primers A5 (Afcyp51-A5=5’— TCTCTGCACGCAAAGAAGAAC —
3’) et A7 (Afcyp51-A7=5" - TCATATGTTGCTCAGCGG -3’) (Marut et al, 2016).

- Fragment CDS 1: Afcyp51A-F1IF=5"-TAATCGCAGCACCACTTCAG-3> et
Afcyp51A-FIR=5" GAGGACTTTTGGCTGTGAGG -3°)

- Fragment CDS 2: Afcyp51A-F2F=5’- ATTGTCCCAATTCCAAGCTG 3’
etAfcyp51A-F2R=5’- CCGATCACACCAAATCCTTT -3’

Le mélange PCR contient 5 ml d'extrait d'ADN et 20 ml de mélange composé de 0,625
U de GoTaq Hot Start Polymérase, 1xColorlessGoTagFlexi Buffer, 2mM de MgCl,, 0,8
mM de mélange dNTP et 0,2 mMde chaque amorce. Le programme d'amplification
consistaiten 5mina 94 ° C, 30 cyclesde 30sa94°C,30sab58°Cetlmina72°C,
suivi d’une étape finale de 10 min & 72 ° C.Le séquencage a été effectué en utilisant un
(ABI PRISM 3130) Analyseur génétique chez (Applied Biosystems)(Guegan et al,
2018).Les amplicons ont été migrés en électrophorése sur gel d’agarose en présence d’un
agent intercalant (GelRed, Interchim) et visualisée sous UV. Les amplicons présentant un
signal suffisamment important ont été transmis a la société GenoScreen pour étre

séquenceés. Les images de gel ont été capturées (Hulvey et al, 2017).

111.1.3. Analyse des séquences
Les séquences du gene cyp 51A ont fait I’objet d’une analyse bioinformatique par :

- recherche d’homologie en utilisant le programme BlastX (Blast local Alignement
SearchTool for nucleotides) sur la base de données génomique Genbank (http://
www.ncbi.nhm.gov/blast) hébergée au sein du portail NCBI (National Center For

Biotechnology Information). Ce programme analyse la séquence nucléique cible et

propose une protéine homologue a celle de notre alléle,
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la séquence peptidique proposée par le BlastX a été annotée sur le portail EXPASYy en
utilisant la base de données protéique UniProtKB. Cette étape permet d’identifier la
structure de la protéine et sa fonction,

En fin, les séquences nucléiques du géne cyp51A ont été également annotées par
approche ORF (Open Reading Frames) dans laquelle ’all¢le est lu dans six cadres de
lecture différents pour déterminer la protéine qui correspond a 1’all¢le étudié. Cette
derniére est a son tour confrontée aux bases de données protéiques (UniProtKB et

Pfam) pour mettre en évidence une éventuelle homologie.
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CHAPITRE I ISOLEMENT  ET IDENTIFICATION DES
CHAMPIGNONS PHYTOPATHOGENES

I.1. Résultats de I’isolement des champignons phytopathogénes du blé

1.1.1. Semences du blé

Durant les deux saisons, au total 114 isolats fongiques ont été mis en évidence en
utilisant les deux méthodes d’isolement, avec 71 isolats pour la méthode indirecte et 43 isolats
pour la technique directe. Concernant la méthode de suspension-dilution, 53/71 isolats ont été
mis en évidence pour les semences de blé non traité. Les genres identifiés sont : Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma, Alternaria, Rhizopus, Botrytis et Cladosporium. Quant aux 10
especes detectées, elles concernent A.flavus, A.niger, A.fumigatus, Penicillium spl,
Penicillium sp2, T.harzianium, R.oryzea B.cinerea, Cladosporium sp et A.alternata. Pour ce
qui est des semences de blé dur traité par le RAXIL® 060 FS, celles-ci ont révélé la présence
de 3 genres fongiques seulement incluant les especes A.flavus, A.niger, P.spl, P.sp2 ainsi
que T.harzianium avec 18/71 isolats. A travers cette étude le milieu PDA nous a donné le
plus grand nombre de champignons (53/71) par rapport au milieu Gzapeck (18/71) (Tableaux
4 et 5).

Tableau 4 : Résultats d’isolement a partir des semences de blé par la méthode de dilution (saison

2013-2014).
Blé BIé non traité Constantine
Milieux | Blé traité Constantine (Hamma Bouziane) Blé non traité Téléghma
(Hamma Bouziane)

PDAac 2 A. flavus 1 A.flavus 3Aspergillis (2flavus, 1niger)
2 Penicillia (1sp1, 1sp2) 2Penicillia(1spl, 1sp2) 2 Penicillia (1sp1, 1sp2)
1Trichoderma 1Trichoderma

1 Botrytis
1 Alternaria
1 Rhizopus
PDAR 1 A flavus 1 A. flavus 1A flavus
1P.spl 1 Trichoderma 3 Penicillia (2sp1, 1sp2)
1 Botrytis
CDAac | 1P.spl 1 A. flavus 1A. flavus
1 Rhizopus 1Trichoderma

CDAg 1 A. niger 3 Aspergillus (1flavus, 2 Aspergillus (1flavus,

lniger, 1fumigatus) lniger)
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Tableau 5 : Résultats d’isolement a partir des semences de blé par la méthode de
dilution (saison 2014 -2015).

Blé Blé non traité Constantine
Milie BIé traité Constantine | (Hamma Bouziane) Blé non traité
(Hamma Bouziane) Téleghma
PDAac 2 Aspergillus (1A. flavus, 2 Aspergillus (1 A. flavus, 2 A. flavus
1A. niger) 1A. niger) 2 Penicillia (1sp1, 1sp2)
2 Penicillia (1spl, 1sp2) 2 Penicillia (sp1, sp2) 1Trichoderma
1 Trichoderma 1 Trichoderma
1 Rhizopus
PDAR 1 A flavus 1 A flavus 1A flavus
1 P.sp2 2 Trichoderma 2Penicillia (1spl, 1sp2)
1 Botrytis
1 Cladosporium
1 Rhizopus
CDAac 1P.spl 1 A. flavus 1 Aflavus
CDAR 1 A. flavus 1A. flavus 2 Aspergillus (1A. flavus,
1A niger)

Concernant la méthode directe (papier buvard), cette derniére a permis de mettre en
évidence 30/43 isolats pour les semences de blé non traité et 13 isolats pour celles traitées au
RAXIL ® 060 FS. Les genres identifiés sont Aspergillus et Penicillium représentés
respectivement par les espéces A.flavus, A.niger ainsi que Penicillim.spl et Penicillium.sp2 et

ce, pour les deux types d’échantillons (Tableaux 6 et 7).

Tableau 6 : Résultats d’isolement a partir des semences de blé par la méthode de papier
buvard (saison 2013-2014).

Blé traité Constantine Blé non traité Constantine Blé non traité Teleghma
(Hamma Bouziane) (Hamma Bouziane)
3 A.flavus 2 A.flavus 3 A. flavus
1 A.niger 3 A niger 1 A. niger
1 Penicillium.spl 3 Penicillia (2spl, 1sp2)
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Tableau 7 : Résultats d’isolement a partir des semences de blé par la méthode de papier
buvard (saison 2014-2015).

Blé traité Constantine

(Hamma Bouziane)

Blé non traité Constantine

(Hamma Bouziane)

Blé non traité Téléghma

4 A. flavus
2 A.niger
2 Penicillia (1sp1, 1sp2)

5A. flavus
2 A. niger
3 Penicillia (2sp1, 1sp2)

4 A. flavus
3 A. niger
1 A. fumigates

Nos résultats ont montré que durant

les deux saisons, Aspergillus domine

majoritairement la flore isolée des deux échantillons des semences (traité et non traité) avec

45% et representé par 3 especes A. flavus (34 %), A. niger (10%) et A. fumigatus (1%), suivie

par le genre Penicillium avec 30% dont P. spl (17 %) et P. sp2 (13%), P.sp2 et T. harzianium

présentent des niveaux de contaminations similaires (Figure1l6). Nos échantillons analysés ont

montré un pourcentage beaucoup plus faible de contamination par les especes R. oryzea (6%),

B. cinerea (4%), A. fumigatus (1%), C. sp (1%) et A. alternata (1% ). Les especes

A.

fumigatus et A. alternata ont été isolés durent la saison 2013-2014 seulement (Figure 17) tandis

que I’espece Cladosporium. sp a été isolée en 2014-2015 (Figure 18). Ce résultat obtenu dans

notre travail, pourrait étre attribué aux conditions climatiques ou de stockage.

58



Chapitre | Résultats et discussion

1%
1% 1%

m Aspergillus flavus

m Aspergillus niger

u Penicillium spl

B Penicillium sp2

B Trichoderma harzianium

® Rhizopus oryzea

u Botrytis cinerea

= Aspergillus fumigatus
Alternaria alternata

= Cladosporium sp

Figure 16: Fréquence totale des moisissures associées aux semences de blé dur non traitées et

traitées par le Raxil® 060 FS durant les deux saisons

m Aspergillus flavus

® Aspergillus niger

= Penicillium spl

B Penicillium sp2

B Trichoderma harzianium
® Rhizopus oryzea

= Botrytis cinerea

= Aspergillus fumigatus

Alternaria alternata

Figure 17: Fréquence des espéces isolées par la méthode indirecte & partir des semences de blé dur
non traitées et traitées par le Raxil ® 060 FS durant la saison 2013-2014

59



Chapitre | Résultats et discussion

m Aspergillus flavus

3% 3%

m Aspergillus niger

= Penicillium spl

B Penicillium sp2

® Trichoderma harzianium

® Rhizopus oryzea
Botrytis cinerea

Cladosporium cladosporioides

Figure 18: Fréquence des moisissures isolées par la méthode indirecte a partir des semences de blé

dur non traitées et traitées par le Raxil® 060 FS durant la saison 2014-2015

1.1.2 Feuilles et épi de blé

Durant les saisons concernées par 1’étude, au total 55 isolats fongiques ont été mis en
évidence en utilisant les différentes méthodes d’isolement. 35/55 isolats ont été isolés a partir
des feuilles (19/35pour la méthode directe et 16/35 pour la technique de la chambre humide),
avec 26/35 isolats pour le blé non traité et 9/35 pour le blé traité par 1I’Amistar®Xtra et
I’ Artea®330EC. Concernant I’isolement a partir des épis de blé, 20 isolats ont été mis en
évidence avec 16/20 pour le blé non traité et 4/20 pour le blé traité par 1’ Amistar®Xtra et
I’ Artea®330EC. Les 3 genres identifiés sont : Penicillium, Trichoderma, et Alternaria. Quant
aux 4 espéces détectées, elles concernent Penicillium. spl, Penicillium. sp2, T.harzianium, et
A. alternata. Durant les deux saisons 1I’Artea®330EC montre plus d’efficacité par rapport a
I’ Amistar®Xtra, ceci s’exprime par le nombre d’isolats (30 pour les échantillons traités par
I’ Amistar®Xtra et 25 pour celles traités par I’ Artea®330EC) (Tableaux 8 a 11).
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Tableau 8 : Especes isolés a partir des feuilles et épis de blé traités par le fongicide Amistar® Xtra

(saison 2013/2014).
Fragment a analyser Feuilles
Feuilles Epi .
P (Technique de la
Technique directe Technique
( f ) ( q chambre
: , directe i
Echantillon du blé dur ) humide)
BIé traité Constantine 1 Penicillium. spl 1 Trichoderma 1 Alternaria
BIé non traité Constantine 1 Penicillium. sp1 | 1 Penicillium. sp2 2 Alternaria
1Trichoderma 1 Trichoderma
BIlé non traité Téléghma 1 Penicillium. sp2 | 1 Penicillium. spl 1 Alternaria
1 Trichoderma

Tableau 9 : Especes isolés a partir des feuilles et épis de blé traités par le fongicide Artea®330EC
saison 2013-2014).

Fragment a analyser
Feuilles . Feuilles
Epi
Technique . Technique de la
( g (Technique ( q
_ , directe ir chambre humide
Echantillon du blé du ) directe) )
BIé traité Constantine 1 Alternaria 1 Penicillium. spl 1 Alternaria
BIé non traité Constantine 1 Alternaria 1 Penicillium. spl 1 Alternaria
1Alternaria
BIé non traité Téléghma 1 Penicillium.spl | 1 Penicillium. spl 1 Alternaria
1 Alternaria
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Tableau 10 : Espéces isolés a partir des feuilles et épis de blé traités par I’ Amistar® Xtra (saison

2014-2015).
Fragment a analyser _ _ Feuilles
FeU|II.es Ep'_ (Technique de la
Echantillon du blé-dur (Technique (Technique chambre humide)
directe) directe)
1 Penicillium. sp1
BIé traité Constantine 1 Trichoderma 1 Trichoderma 1 Penicillium. spl
1 Penicillium. spl | 1 Penicillium. spl
Blé non traité Constantine 1 Trichoderma 1 Trichoderma 2 Alternaria
1 Penicillium. sp2 2 Penicillium
Blé non traité Teleghma 1 Alternaria (1spl, 1sp2) 2 Alternaria
1 Trichoderma

Tableau 11 : Especes isolés a partir des feuilles et épis de blé traités par I’ Artea®330EC (saison

2014 -2015).
Fragment a analysée _ _ Feuilles
Feunl.es Ep'_ (technique de la
(Technique (Technique chambre humide)
Echantillon du blé dur directe) directe)
BIé traité Constantine 1 Alternaria 1 Penicillium. spl 1 Alternaria
1Penicillium. spl
BIé non traité Constantine 2 Alternaria 1 Alternaria 1 Alternaria
1 Penicillium. sp2 | 1 Penicillium. sp2
BIlé non traité Téléghma 1 Alternaria 1 Alternaria 2 Alternaria

1.2. Identification des isolats

L’identification des champignons filamenteux en routine repose essentiellement sur
I’analyse des caractéres macroscopiques et microscopiques. Ces méthodes d’identification
peuvent étre complétées par une analyse moléculaire. L’étude des caractéres macroscopiques
pourtant sur la couleur, I’aspect de colonie et le revers des boites, et microscopiques dont la
forme de thalle et des spores des souches fongiques isolées, a permis d’identifier 7 genres dont

Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Rhizopus, Botrytis, Alternaria, et Cladosporium et 10
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especes A. flavus, A. niger, A. fumigatus, Penicillium. spl, Penicillium. sp2, T. harzianium, R.

oryzea, B. cinerea, Cladosporium. sp et A. alternata.

1.2.1. Aspect macroscopique

Aprés ensemencement sur les différents milieux de culture géloses, les colonies des
Souches d’A. flavus, A. niger, A. fumigatus, Penicillium. sp1, Penicillium. sp2, T. harzianium,
R. oryzea, B. cinerea, Cladosporium sp et A. alternata apparaissent au bout de 7 a 10 jours
d’incubation. Les caractéres macroscopiques (la couleur de colonie et le revers des boites) sur le

milieu PDAac apres purification des précédents isolats sont rassemblés dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Aspects macroscopiques des souches isolées aprés 10 jours d’incubation

Espéces

Colonies/PDAac

| Revers/PDAac

A. flavus :
Colonies duveteuses a poudreuses, d’abord
blanches, puis jaune, puis vert-jaune. Le revers est
incolore

A. niger :

Les colonies sont granuleuses, blanches au début,
puis jaunes et, a maturité, elles deviennent noires.
Le revers des colonies est jaune pale

A. fumigatus :

Colonies d’abord blanches, puis bleu-vertes et
enfin vert foncé a gris noiratre. Le revers est
jaune.

Penicillium. spl :
Colonies granuleuses blancs puis vert-gris aprés 3
a 4 jours d’incubation, Le revers est blanc

Penicillium. sp2 :

Colonies plates blancs au début, puis vert-gris
aprés 4 jours d’incubation. Le revers est jaune-
pale

T. harzianium :

Colonies de couleur blanc puis verdatre a aspect
farineux. Se développe rapidement. Le revers est
incolore.
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B. cinerea:

Le mycélium produit est aérien. Les colonies sont
de couleur blanche grisatre au début puis elles
deviennent grises claires a grises brun a la fin de
la période de I’incubation (& partir du 7éme jour).
Les sclérotes varient également en abondance, en
dimension et en distribution. IlIs sont au debut de
leur formation blanchétre puis ils se durcissent et
enfin se noircissent, Ils sont superficiels.

R. oryzea :

Les colonies sont étendues, velues, avec une
couleur qui va du blanchatre au grisatre. Le
revers est incolore.

A. alternata :
Colonies de couleur brune a noire, Le revers est
noir.

C.sp:

Les colonies apparaissent de couleur vert foncé,
poudreuses revers verdatre a noir, petites colonies
en chaines fusiformes.

..‘n.

1.2.2. Aspect microscopique

Suivant les clefs d’identification de Barnett et Hunter (1972) et Botton (1990), les

especes A. flavus, A. niger, A. fumigatus, Penicillium spl, Penicillium sp2, T. harzianium, R.

oryzea, B. cinerea, Cladosporium sp et A. alternata sont identifiées.

Les lames préparées sont observées au microscope optique. Il apparait que les souches

d’Aspergillus ont développés un mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores

dressés, non ramifiés, terminés en vésicule. Des phialides formées sur des métules et des

conidies en chaine unicellulaires. Les souches de Penicillium ont un mycélium de type

cloisonné portant de nombreux conidiophores isolés, ramifiés, terminés par un pénicille ; le

Pénicille constitue de phialides branchés directement a I'extrémité du conidiospores.
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Les caractéristiques microscopiques (hyphes cloisonnés ou non, type et apparence du

systeme sporale, caractéristiques de la spore asexuée...) des précédents isolats sont rassemblées

dans le tableau 11.

Tableau 13 : Aspects microscopiques des souches isolées apres 10 jours d’incubation

Especes

A. flavus :

Les tétes aspergillaires d’A. flavus sont radiaires. Le mycélium
cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, non
ramifiés, terminés en vésicule, les vésicules sont sub-
globuleuses. Des phialides formées sur des métules, Les
conidies sont globuleuses a sub-globuleuses, de couleur verte
péle

Aspect microscopique GX40

~

A. niger :

Mycelium cloisonné. Les tétes conidiennes, bisériées, radiées,
noirs a maturité les vésicules sont globuleuses. Les conidies
sont habituellement globuleuses, de couleur brune.

A. fumigatus :

Les tétes conidiennes, strictement unisériées, en colonne
compacte sont d’abord bleu-vert puis virant au vert bronze. Les
conidiophores sont courts. Les phialides dressées, sont
densément groupées, de couleur verte. Les conidies sont
globuleuses a sub-globuleuses

Penicillium spl :

Le mycélium est septé. Phialides sur des métules portées par
des rameaux sur le conidiophore, le conidiophore est droit,
avec des verticilles au sommet. Les conidies sont en chaines,
avec une forme globuleuse

Penicillium sp2 :

Mycellium  cloisonné. phialides directement liés au
conidiophore qui porte des Pinceaux monoverticillés. Les
conidies sont globuleuses a sub-globuleuses
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T. harzianium :

Le conidiophore est ramifié¢, et produit des phialides qui
naissent plus au moins perpendiculairement au conidiophore et
portent a leur sommet des conidies globuleuses, de couleur
verte.

B. cinerea :

Les Conidiophores de B.cinerea sont grands et dressés et plus
ramifiés vers le haut ou ils présentent des renflements, ces
renflements portent de conidies solitaires unicellulaires.

R. oryzea:

Chlamydospores isolées ou en chaines, sphériques a ovoides.
Le mycelium aérien est tres développé et non cloisonné. Le
sporocystophore se termine par une columelle autour de
laguelle se différencient les spores.

A. alternata :

Les conidiophores sont solitaires ou formant de petits groupes,
simples ou ramifiés, droits ou flexibles, souvent géniculés, de
couleur olivatre & brun doré. Les conidies se forment en
longueur, souvent branchées en chaine jusqu’a 10 conidies par
chaine, ovoides ou elliptiques, de couleur pale a brun dorg,
cloisonées longitudinalement et transversalements.

Cladosporium sp :

hyphes non ramifiés. Conidiophores solitaires de couleur
marron a brun olive comprennent de nombreuses longues
chaines ramifiées de conidies, Les conidies sont petites,
unicellulaires, en forme de citron.

Q
| vcw °Q 'g
‘ ng\‘.'r:!d

1.3. Amplification et séquencage de I’ARNr 18S avec des amorces

universelles

Le marqueur moléculaire choisi dans cette étude est le gene ribosomal 18s. Tres
représenté dans les banques de données. Ce marqueur nous permettra d’affilier nos séquences
a un groupe d’organismes connu.
Les ADN codants pour les ARN ribosomaux 18S des isolats ont d’abord été¢ amplifiés par la
technique de la PCR (pan-fongique). Les produits de la PCR ont été sequencés et les

séquences obtenues (Annexe 3) ont été comparées avec celles d’autres organismes de la base
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de données Genbank. L’analyse des séquences d’ARNr 18S et les séquences de la région
ITS1 et ITS4 des souches fongiques de la banque a permis d’affilier les 10 isolats aux
espéces : P. griseofulvum (isolatl), P. glabrum (isolat 2), A. flavus (isolat 3), A. niger (isolat
4), T. harzianium (isolat 5), A. alternata (isolat 6), B. cinerea (isolat 7), A.fumigatus (isolat

8), R. oryzea (isolat 9) et C. cladosporioides (isolat 10).

- L’isolat 1 : La séquence d’ARNTr 18S de la souche 1 présente 99% d’identité avec celle de P.
griseofulvum (AY373917.1).

- L’isolat 2 : La séquence d’ARNr 18S de la souche 2 présente 99% d’identité avec celle de
P.glabrum (KT192279.1).

- L’isolat 3: Les séquences de la région ITS1 de la souche 3 présente 100% d’identité avec
celle d’A. flavus (LN482517.1).

- L’isolat 4 : L’isolat 4 présente des homologies de 99% avec 1’espéce Aspergillus niger
(KY566164.1)

- L’isolat 5 : La séquence d’ARNr 18S de la souche 5 présente 99% d’identité avec celle de T.
harzianium (KU319055.1).

L’isolat 6 : La séquence d’ARNr 18S de la souche 6 présente 99% d’identité avec celle d’A.
alternata (MG282916.1)

- L’isolat 7: L’isolat 7 présente des homologies de 99% avec 1’espéce B. cinerea
(KT266231.1).

- L’isolat 8: L’isolat 8 présente des homologies de 96% avec 1’espéce A. fumigatus
(KF815581.1).

- L’isolat 9: L’isolat 9 présente des homologies de 99 % avec 1’espece R. oryzae
(KY260672.1)

- L’isolat 10 : L’isolat 10 présente des homologies de 99 % avec ’espéce C.cladosporioides
(KC113301.1).

1.4. Analyse phylogénétique
A partir des séquences obtenues apres amplification avec la paire d’amorces

universelle, une étude phylogénétique a eté réalisée. Des alignements des séquences sont
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réalisés par ClustalW. L’arbre est construit a partir de Neighbor-joining en utilisant le test de
bootstrap (nombres sur les branches) de 1000 réplications en utilisant les distances de Kumura
qui prend en compte les transitions et les transversions du programme MEGAG6 (Tamura et al,
2007) (Figure 19). Le séquengage du gene de I’ARNTr 18s et 1’alignement avec des séquences
extraites de Genbank confirme I’appartenance des isolats 1 a 10 aux especes P.
griseofulvum, P. glabrum, A. flavus, A. niger, T. harzianium, A. alternata, B. cineria, A.
fumigatus, R. oryzea et C. cladosporioides respectivement.

Les séquences obtenues des dix souches (1,2,3,4,5,6,7,8,9 et 10) ont été enregistrées au niveau
de Genbank sous les numéros d’accessions respectifs : HHEKD8AWO014, HHEVXUXSO015,
HHF4127HO01R, HHFINBH8014, HHG72VYS014, HHGTTDBRO015, HHH573TC014,
HHHI9GMBBO015, HHHYS38901R, HHJG7437015

A. niger
48 '9
——— A. fumigatus
76
P.glabrum
100
92

P. griseofulvum

96

A.flavus

— B. cinerea

93

C. cladosporioides

T. harzianium

A. alternata

R. oryzea

0.1

Figure 19: Arbre phylogénétique selon la méthode des distances (Neighbor-Joining) construit d’aprés
I’analyse des séquences d’ARNTr 18s. Les valeurs mentionnées a ’origine des nceuds représentent le

pourcentage apres 1000 bootstrap. 0.1 représente le nombre de substitution par position de nucléotide.

1.5. Analyse par MALDI-TOF MS

Pour une éventuelle amélioration du taux de rendement, en termes d’especes, une

identification complémentaire par la méthode spectrométrique (MALDI-TOF MS) a été
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effectuée. Cette derniere a mis en exergue, en plus des mémes especes identifiées par PCR,
I’espéce A. tubingensis. Les autres étant A. flavus, A. fumigatus, P. griseofulvum, P.glabrum,
T. harzianium, R. oryzea, B. cinerea, A. alternata et C. cladosporioides.

1.6. Discussion

Selon Azhar Hussain, 2009, le blé dur est fréqguemment exposé a de nombreux agents
pathogenes transmis par la semence ce qui entraine une perte qualitative et quantitative du
rendement donc la semence saine est considérée comme un facteur limitant pour réussir une
année agricole. L’un des aspects les plus importants d'une bonne semence, est d’étre dénué

d'agents pathogenes.

Du point de vue diversité des souches isolées, il n’y avait pas de différence significative
entre les deux échantillons de blé dur analyses (traité et non traité). Nos résultats ont montrés
que la mycoflore isolée était diversifiée avec 7 genres fongiques. La contamination des
céréales par ces genres fongiques a été rapportée dans plusieurs études en Algérie (Moghtet,
2012) ainsi que d’autres pays méditerranéens tels que la Tunisie et le Maroc (Belkacem-
Hanfi, 2013; Tahani, 2008, Riba, 2010) et également en Europe (Gregori, 2013; Magan, 2003;
Medina, 2006; Tabuc, 2009) et en Afrique du Sud (Rabie, 1997).

Les résultats de 1’analyse mycologique ont montré, quelque soit I’année de la récolte,
une nette dominance du genre Aspergillus. La dominance du genre Aspergillus dans la flore
contaminée des céréales a été reportée dans plusieurs travaux (Pitt et Christian, (1968) ; Pitt et
Miscamble, (1995) ; Riba et al, 2005 ; Tahani et al. (2008) Et Houssou, (2009)).

Les especes du genre Aspergillus et Penicillium sont les plus dominantes dans nos

échantillons de céréales. Ces genres sont considérés comme des moisissures de stockage car
ils tolérent I’humidité la plus faible. (Christensen, 1977 ; Tahani, 2008 ; Gacem, 2011 ;
Singh, 2011 ; Belkacem -Hanfi, 2013).
A. flavus est I’espece la plus fréquente suivie de Penicillium. Les autres genres de mucorales,
Alternaria, Trichoderma, Botrytis et Cladosporium isolés sont naturellement présents sur les
cultures au niveau des champs et dans le sol se qui est en accord avec les études de
Christensen (1977).

Il en ressort, également, a travers cette étude que la méthode de dilution a donné le

plus grand nombre de champignons par rapport a la méthode du papier filtre. Cependant,
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d’autres auteurs ont rapporté que cette derniére permettait 1’isolement de la majorité des
champignons contrairement a la méthode de suspension-dilution (Singh ,1999; Janmajay
Singh, 2011). Ce résultat contradictoire obtenu dans notre travail, pourrait étre di a une
croissance lente causée par le papier filtre qui pourrait ne pas avoir favorisé la croissance des
especes préférant les milieux riches en composants organiques présents dans le milieu PDA.
Par ailleurs, certains champignons tels que T. harzianium, R. oryzea, B. cinerea, A.alternata,
et C. cladosporioides n'ont été observés que lors de l'utilisation de la méthode de dilution.
C’est ce qui a également été rapporté par (Gohari, 2007; Gacem, 2011).

Nos résultats nous ont également permis de constater que le traitement fongicide
réduisait le nombre de flores fongiques des semences, des feuilles et des épis de blé dur. En
effet, les graines traitées par le Raxil® 060 FS et les feuilles et épis traités par I’ Amistar®Xtra
et I’Artea®330EC ont été moins sujettes aux contaminations en comparaison de celles non
traitées. Cette efficacité des fongicides trizolés sur la mycoflore des semences, des feuilles et
des épis a également été rapportée par Bharat rai, (1997) ; Ezzahiri, (2001) ; Zahri, (2008),
Meksem-amara, (2007) et Hennouni, (2012).

La présente étude est une preuve croissante que l'exposition environnementale aux
fongicides triazolés entraine I'apparition des mécanismes de résistances difficiles a éliminer
parce que certaines espéeces, telles que A. flavus, A. niger, P. glabrum, P.griseofulvum et T.
harzianium ont pu se développer sur les semences traitées, ce qui pourrait s’expliquer par la
résistance de ces especes aux triazolés. Cette résistance aux triazolés a été rapportée, pour
certaines especes comme Aspergillus et Penicillium (Florent Morio, (2012) et Hiroshi
Hamamoto, (2000).

Les 10 espéces identifiées par MALDI-TOF MS ont egalement été par PCR
séquencage, a I’exception de la souche A. tubingensis. En effet, cette derniére a été identifiee,
par PCR et par méthode conventionnelle, comme étant A. niger alors que la spectroscopie de
masse a révélé que cette souche s’apparentait a I’espére A. tubingensis. Ce résultat confirme
bien que les Aspergillus noires sont difficiles, voire impossible, de les différencier les uns des
autres en utilisant des techniques classiques, ce qui est en accord avec les études réalisées par
Abarca (2004) et Alcazar-Fuoli (2009). En effet, la capacité de la technologie MALDI-TOF
MS utilisée pour identifier un large éventail d'especes de moisissures a fait 1’objet de
nombreux travaux ayant pour objectif de faciliter I'identification des espéces fongiques
pathologiques (Seng, 2009 ; Cassagne, 2011 ; Gautier, 2016).
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CHAPITRE Il : DETERMINATION DU PROFIL DE RESISTANCE

11.1. Calcul des concentrations minimales inhibitrices (CMF) par technique

de diffusion

11.1.1. Le Raxil® 060 FS

Selon I’échelle de Kumar et al (2007), les doses des fongicides testes sur les différents
isolats peuvent étre classes en cinq groupes selon leurs pourcentages d’inhibition :
- Le premier groupe renferme les especes fongiques hautement résistant dont les doses D1, D2
et D3 ont des pourcentages d’inhibition de 11.11%, 13.88%, 30.55% ; 12%, 20%, 36% ;
8.82%, 17.65%, 26.47% ; 5.61%, 8.77%, 12.28% et 15.79, 21.47, 39.58 et ce, pour les
espéces P. griseofulvum, P. glabrum, A. niger, T. harzianium, A. alternata respectivement. A.
flavus est hautement résistant a D1 et D2 seulement avec des pourcentages d’inhibition
respectifs de 20% et 34.54%.
- Le second groupe est représenté par les isolats résistants dont le pourcentage d’inhibition
varie entre 40 et 60%. Il renferme les especes : P. glabrum avec (56%) a la dose D4, et A.
flavus avec (56.36%) a la dose D3.
- P. griseofulvum avec (61.1%) A. niger (61.76%), A. flavus (69.1%) et T. harzianium avec
(74.62%) a la dose D4 constituent un troisieme groupe intermédiaire des especes modérément
résistantes.
- le quatrieme groupe rassemblent les especes sensibles qui ont des pourcentages d’inhibition
entre 75 et 90% telle que P. griseofulvum avec (88.88%), P. glabrum avec (80%) et A. niger
avec (88.24%) a D5.
- Le dernier groupe est celui des espéces hautement sensibles qui affichent des pourcentages
d’inhibition supérieurs a 90%. Ce groupe est représenté par Aspergillus flavus avec (92.73%),
T. harzianium avec (93.33%) et A. alternata avec (98.52%) a la dose D5. De plus, tous les

isolats a la dose D6 ont montré un pourcentage d’inhibition de 100% (Tableau 14).
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Tableau 14 : Réactions (Sensibilité/Résistance) des six isolats in vitro a différentes doses du
fongicide testé (Raxil® 060 FS) selon I’échelle de Kumar et al (2007).

Isolats Doses (pl) | Pourcentage d’inhibition Réactions
(%) (Sensibilité/Résistance)
D1 11.11 HR
Penicillium griseofulvum D2 13.88 HR
D3 30.55 HR
D4 61.1 MR
D5 88.88 S
D6 100 HS
D1 12 HR
Penicillium glabrum D2 20 HR
D3 36 HR
D4 56
D5 80 S
D6 100 HS
D1 20 HR
Aspergillus flavus D2 34.54 HR
D3 56.36 R
D4 69.1 MR
D5 92.73 HS
D6 100 HS
D1 8.82 HR
Aspergillus niger D2 17.65 HR
D3 26.47 HR
D4 61.76 MR
D5 88.24 S
D6 100 HS
D1 5.61 HR
Trichoderma harzianium D2 8.77 HR
D3 12.28 HR
D4 74.62 MR
D5 93.33 HS
D6 100 HS
D1 15.79 HR
Alternaria alternata D2 2147 HR
D3 39.58 HR
D4 76.21 S
D5 98.52 HS
D6 100 HS
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L’analyse de la variance (ANOVA) a révélé des différences significatives (@ < 0.05) entre les
six doses de fongicide. Le diametre moyen de croissance des isolats en fonction des doses de
Raxil® 060 FS est representé dans les figures de 20 a 25
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Figure 20 : Diamétre moyen de croissance de Penicillium griseofulvum en fonction des doses de

Raxil® 060 FS (les barres portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes)
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Figure 21 : Diamétre moyen de croissance de Penicillium glabrum en fonction des doses de
Raxil® 060 FS (les barres portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes)
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Figure 22: Diamétre moyen de croissance d’Aspergillus flavus en fonction des doses de Raxil®060FS
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Figure 23: Diameétre moyen de croissance d’Aspergillus tubingensis en fonction des doses de Raxil®
060FS (les barres portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes)
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Figure 24: Diamétre moyen de croissance de Trichoderma harzianium en fonction des doses de Raxil®
060 FS
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Figure 25: Diametre moyen de croissance d’Alternaria alternata en fonction des doses de Raxil®
060 FS (les barres portant la méme lettre ne sont pas significativement différentes)
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11.1.2. L’ Amistar® Xtra

Les doses de L’ Amistar® Xtra testé nous permettent de classer les différents isolats selon
leurs pourcentages d’inhibition en :
-Espéces fongiques hautement résistant (HR) dont les doses Dlet D2 ont des pourcentages
d’inhibition de (23.52.11%, 38.23%), (22.72%, 36.36%) pour P. griseofulvum et P. glabrum.
T. harzianium et A. alternata ont des pourcentages d’inhibition de (14.11%,17.64%, 22.35%),
(22.22%, 26.66%, 33.33%) a D1, D2 et D3 respectivement.
-Espéces fongiques résistantes (R) représentées par P. griseofulvum et P. glabrum a la dose
D3 seulement avec des pourcentages d’inhibition de 44.11% et 50%.
- Espéces fongiques modérément résistantes (MR) qui ont un pourcentage d’inhibition entre
60 et 75%, elles sont représentées par les espéces: P. griseofulvum avec (70.58%) P.
glabrum (63.63%) T. harzianium (63.52%) et A. alternata avec (71.11%) a la dose D4.
-Espéces fongiques sensibles représentées seulement par A. alternata a D5 avec un
pourcentage d’inhibition de 86.66%.
-Especes fongiques hautement sensibles (HS): ont un pourcentage d’inhibition supérieur a
90%, elles renferment les especes P. griseofulvum avec (98.23%, 100%), P. glabrum avec
(97.27% ,100%), T. harzianium avec (94.1%, 100%) a D5 et D6 et A. alternata a D6 avec
100% d’inhibition (Tableau 15).
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Tableau 15 : Réactions (Sensibilité/Résistance) des quatre isolats in vitro a différentes doses de

fongicide testé (Amistar®Xtra) selon 1’échelle de Kumar et al (2007).

Isolats Doses Pourcentage Réactions
(uh) d’inhibition (%) (Sensibilité/Reésistance)

D1 23.52 HR

Penicillium griseofulvum D2 38.23 HR
D3 4411 R

D4 70.58 MR

D5 98.23 HS

D6 100 HS

D1 22.72 HR

Penicillium glabrum D2 36.36 HR
D3 50 R

D4 63.63 MR

D5 97.27 HS

D6 100 HS

' o D1 1411 HR

Trichoderma harzianium D2 17.64 HR

D3 22.35 HR

D4 63.52 MR

D5 94.1 HS

D6 100 HS

_ D1 22.22 HR

Alternaria alternata D2 26.66 HR

D3 33.33 HR

D4 71.11 MR
D5 86.66 S

D6 100 HS

L’analyse de la variance (ANOVA) a révélé des différences significatives entre les six
doses de fongicide. Le diamétre moyen de croissance des isolats en fonction des doses de

L’ Amista®r Xtra est représenté dans les figures de 26 a 29.
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Figure 26: Diamétre moyen de croissance de Penicillium griseofulvum en fonction des doses de
I’ Amistar®Xtra
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Figure 27: Diametre moyen de croissance de Penicillium glabrum en fonction des doses de
I’ Amistar®Xtra
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Figure 28: Diamétre moyen de croissance de Trichoderma harzianium en fonction des doses de
I’ Amistar®Xtra
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Figure 29: Diamétre moyen de croissance d’Alternaria alternata en fonction des doses de
I’ Amistar®Xtra
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11.1.3. L’Artea® 330EC

Toujours selon 1’échelle de Kumar et al (2007), les doses de 1’ Artea® 330EC appliqués
sur les différents isolats a permis de classer les espéces fongiques en:
-Especes hautement résistantes qui ont un pourcentage d’inhibition inferieur a 40%
représentees par P. griseofulvum, P. glabrum et A. alternata a la dose D1 et T. harzianium
aux doses D1, D2 et D3 avec des pourcentages d’inhibitions respectifs de 38.88%, 34.78% ,
36.17% et 19.04%, 28.57%, 29.76%.
-Espéces fongiques résistantes aux doses D2 et D3; représentées par P. griseofulvum
(44.44%,58.33), P. glabrum (47.82%, 56.52%) et A. alternata (42.55%, 51.06%)
respectivement.
- Espéces fongiques modérément résistantes regroupant P. glabrum (73.91%) T. harzianium
(71.42%) et A. alternata avec (72.34%) a la dose D4.
-Espéces fongiques sensibles représentés seulement par P. griseofulvum a la dose D4 avec un
pourcentage d’inhibition de 83.33%.
-Especes fongiques hautement sensible représentées par P. griseofulvum avec (91.66%,
100%), P. glabrum avec (95.65% ,100%), T. harzianium avec (97.61%, 100%) et A.
alternata avec (93.61%, 100%) a D5 et D6 (Tableau 16).
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Tableau 16 : Réactions (Sensibilité/Résistance) des quatre isolats in vitro a différentes

doses de fongicide testé (I’ Artea®330EC) selon I’échelle de Kumar et al (2007).

Isolats Doses Pourcentage Réactions

(uh) d’inhibition (%) (Sensibilité/Reésistance)
D1 38.88 HR

Penicillium griseofulvum D2 A4 44 R
D3 58.33 R
D4 83.33 S
D5 91.66 HS
D6 100 HS
D1 34.78 HR

Penicillium glabrum

D2 47.82 R
D3 56.52 R
D4 73.91 MR
D5 95.65 HS
D6 100 HS
D1 19.04 HR

Trichoderma harzianium
D2 28.57 HR
D3 29.76 HR
D4 71.42 MR
D5 97.61 HS
D6 100 HS
D1 36.17 HR

Alternaria alternata

D2 42.55
D3 51.06
D4 72.34 MR
D5 93.61 HS
D6 100 HS

L’analyse de la variance (ANOVA) a révélé des différences significatives entre les six
doses de fongicide. Le diamétre moyen de croissance des isolats en fonction des doses de
L’ Artea®330EC est illustré par les figures 30 a 33
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Figure 30: Diamétre moyen de croissance de Penicillium griseofulvum en fonction des doses de

I’ Artea®330EC

3,0

2,0 -

Diametre en (cm)

15 1 ® Penicillium glabrum
1,0 -
0,5 - i
e
0,0 - '

D1:170 D2:190 D3:200 D4:230 D5:250 D6:270

Digze (pld

Figure 31: Diamétre moyen de croissance de Penicillium glabrum en fonction des doses de

I’ Artea®330EC.
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Figure 32: Diamétre moyen de croissance de Trichoderma harzianium en fonction des doses de
I’ Artea® 330EC
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Figure 33: Diamétre moyen de croissance d’Alternaria alternata en fonction des doses de 1’ Artea®
330EC.
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L’action des trois fongicides étudiés sur la croissance in vitro des isolats a permis de nous

donner les résultats suivants.

> Le Raxil®060 FS :

Le diamétre moyen de croissance mycélienne pour chacune des doses de D1a D6 a été

estimé et représenté dans le tableau 17. Il varie d’une dose a 1’autre. Il en ressort que I’action

est significative a partir de la concentration D3 (Figure34).

Tableau 17 : Diamétre de croissante des 6 souches isolées sur milieu PDA additionné du
Raxil®060 FS apres 10 jours d’incubation a 28 °C.

Dose Diameétre | Diamétre | Diametre | Diametre | Diametre | Diametre | Diametre
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

Souche pour DO pour D1 pour D2 pour D3 pour D4 pour D5 pour D6
Penicillium 3.6 3.2 3.1 2.5 14 0.4 0.0
griseofulvum
Penicillium 2.5 2.2 2.0 1.6 1.1 0.5 0.0
glabrum
Aspergillus 5.5 4.4 3.6 2.4 1.7 0.4 0.0
flavus
Aspergillus 3.4 3.1 2.8 2.5 1.3 0.4 0.0
tubingensis
Trichoderma | 8.55 8.07 7.80 7.50 2.17 0.57 0.0
harzianium
Alternaria 4.75 4.0 3.73 2.87 1.13 0.07 0.0
alternata

Penicillium griseofulvum

D3
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Penicillium glabrum
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Aspergillus tubingensis

Trichoderma harzianium
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Alternaria alternata

Figure 34 : Action de Raxil®060 FS sur la croissance mycélienne de Penicillium griseofulvum,

Penicillium glabrum, Aspergillus flavus, Aspergillus tubingensis, Trichoderma

harzianium, Alternaria alternata sur le milieu PDA amandé au fongicide et sans fongicide

(Témaoin).

» Amistar® Xtra :
Le diametre moyen de croissance mycélienne pour chacune des doses de D1a D6 a été estimé

et représenté dans le tableau 18. Ce dernier démontre que 1’action est significative a partir de

la concentration D3 (Figure35).

Tableau 18 : Diamétre de croissante des 4 souches isolées sur milieu PDA additionné de

L’ Amistar® Xtra aprés 10 jours d’incubation a 28 °C.

Dose Diametre | Diamétre | Diamétre | Diamétre | Diametre | Diametre | Diameétre
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

Souche pour DO pour D1 pour D2 pour D3 pour D4 pour D5 pour D6
Penicillium 3.5 2.6 2.1 1.9 1.0 0.6 0.0
griseofulvum
Penicillium 2.2 1.7 1.4 1.1 0.8 0.06 0.0
glabrum
Trichoderma | 8.5 7.3 7.0 6.6 3.1 0.5 0.0
harzianium
Alternaria 4.5 3.4 3.3 3.06 1.33 0.6 0.0
alternata
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Penicillium griseofulvum

Penicillium glabrum
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Trichoderma harzianium

Alternaria alternata

Figure 35 : Action de I’ Amistar®Xtra sur la croissance mycélienne de Penicillium

griseofulvum, Penicillium glabrum, Trichoderma harzianium, Alternaria alternata
sur le milieu PDA amandé au fongicide et sans fongicide (Témoin).
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> Artea®330EC:
Le diametre moyen de croissance mycélienne pour chacune des doses de D1a D6 a été estimé

et représenté dans le tableau ci dessous. L’action est significative a partir de la concentration

D3 (Figure36).
Tableau 19 : Diametre de croissante des 4 souches isolées sur milieu PDA additionné de
L’ Artea®330EC apres 10 jours d’incubation a 28 °C.

Dose Diametre | Diamétre | Diametre | Diamétre | Diametre | Diametre | Diametre
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

Souche pour DO pour D1 pour D2 pour D3 pour D4 pour D5 pour D6
Penicillium 3.6 2.2 2.1 1.5 0.6 0.3 0.0
griseofulvum
Penicillium 2.3 1.5 1.2 1.0 0.6 0.1 0.0
glabrum
Trichoderma | 8.4 6.8 6.0 5.9 2.4 0.2 0.0
harzianium
Alternaria 4.7 3.0 2.7 2.3 1.3 0.3 0.0
alternata

Penicillium griseofulvum
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Penicillium glabrum

Trichoderma harzianium
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Alternaria alternata
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Figure 36 : Action de I’Artea® 330EC sur la croissance mycélienne de Penicillium griseofulvum,
Penicillium glabrum, Trichoderma harzianium et Alternaria alternata sur le milieu PDA

amandé au fongicide et sans fongicide (Témaoin).

I1.2. Discussion

Les essais réalisés au cours des deux campagnes 2013-2014 et 2014-2015, avec les
triazolés seuls ou combinés au Azoxystrobine, un dérivé de la famille des strobilurines, ont
mis en évidence ’intérét de ces fongicides pour lutter contre les pathogenes du blé dur
‘GTA’. Un traitement des semences, plus deux applications au champ, au stade montaison et
au stade floraison, ont permis d’obtenir une bonne protection avec une réduction considérable
des pathogeénes. Cette amélioration de 1’état sanitaire va assurer une augmentation du

rendement du blé.

Les triazoles testés (Raxil®060 FS Artea®330EC et Amistar®Xtra) ont entrainé une
diminution importante du développement des filamenteux. Ceci confirme que les triazoles
inhibent la biosynthése des stérols, constituants essentiels des champignons, en bloquant la
Cl14- a —déméthylase. Ce résultat est en accord avec celui de Darmedru, (1994) et Zahri,
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(2008). Les matieres actives, tébuconazole, Azoxystrobine + cyproconazole, cyproconazole +
propiconazole contenu dans le Raxil®060 FS, I’Amistar®Xtra et 1’Artea®330EC, ont été
prouvées comme étant efficaces contre les mycétes pathogénes des céréales dans les travaux
de nombreux auteurs (Sawinska et Matecka, 2007 ; (Zahri, 2008 ; Hennouni, 2012).

Les trois fongicides étudies agissent différemment sur la croissance in vitro des isolats
résistants aux traitements. Les deux derniers, Artea®330EC et Amistar®Xtra réduisent
considérablement la croissance des isolats (quatre souches résistantes) par rapport au Raxil®
060 FS (six souches résistantes), cependant 1’ Artea®330EC est plus efficace que I’ Amistar®
Xtra. En effet, les pourcentages d’inhibition dus a I’Artéa®330EC sont supérieurs a ceux de
I’ Amistar® Xtra (Tableaux 13 et 14). Cela révele une hypersensibilité des champignons vis-a-
vis de 1’Artea®330EC et une sensibilité relative a 1’ Amistar®Xtra. Donc les résultats les plus
satisfaisants sont obtenus par I’association des triazolés ou triazolés au strobilurines,
fongicide de famille différente avec un mode d’action différent. Les champignons sont alors
affectés a différents sites biochimiques et différents stades de développement (Beck, 1995) et
risquent moins de développer une résistance (Kosman, 1996). Nos résultats montrent que les
combinaisons de triazolés sont plus efficaces que les associations entre fongicides de familles
différentes. Cependant, d’autres auteurs ont prouvés I’inverse (Gisi, 1996 ; Zahri, 2008). Ce
résultat contradictoire obtenu dans notre travail permet de confirmer I’efficacité des azolés
contre les pathogénes des céréales par rapport aux autre fongicides ce qui est prouvé par
Meksem-amara (2007) et Hennouni, (2012). Alors que jusqu’a nos jours ; I’histoire de la
protection fongicide des céréales va donc continuer a s’écrire avec les triazoles.

Les niveaux de résistance ou de sensibilité des isolats varient pour chaque fongicide en
fonction des concentrations. Les résultats relatifs aux différents diamétres des colonies
montrent une baisse significative observée suite aux traitements avec les trois produits
fongiques par rapport aux témoins. Cependant, a faibles doses (D1, D2) les trois fongicides
utilisés affectent faiblement ce parametre. Ce qui est en corrélation avec les travaux de
Hennouni (2012).

Le test de comparaison des moyennes pour les différentes doses appliquées confirme que
I’application de la dose la plus ¢levée de fongicide (D6) constitue un groupe a part par rapport
aux autres groupes puisque c’est celle qui a affiché le plus fort impact sur le taux de
développement. Le témoin constitue également un groupe différent. Au niveau de chaque
fongicide, les barres portant la méme lettre (a, b, ¢, d, e, f ou g) appartenant au méme groupe

donc ils ne sont pas significativement différentes (a=0,05) ceci est en accord avec les travaux
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de (Koffi, 2009). Par ailleurs ces trois fongicides sont classés parmi les fongicides utilisés
pour le traitement des champignons du blé. Bien que ces fongicides aient réduit la croissance
des champignons cependant, a faible doses (D1, D2, D3, D4) aucun des trois fongicides n’a
permis d’avoir 100% d’inhibition. Cela pourrait expliquer le développement avec le temps de
souches résistantes a ces fongicides. La différence au niveau de la sensibilité des pathogéne
aux fongicides testés peut étre attribuée au fait que le produit chimique Raxil®060 FS est
beaucoup plus utilisé par les agriculteurs en tant que « traiteur de semences ». En effet, suite a
un usage prolongé, la sensibilité des champignons vis-a-vis du produit aurait diminué et une

résistance potentielle pourrait ainsi se développer.
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CHAPITRE 11l : DETECTION DES MUTATIONS DE RESISTANCE
SUR LE GENE CYP51A

I11.1. Séquencage de cyp51A

L’ensemble du géne cyp51A des six isolats résistants a eté séquencé pour identifier le
mécanisme responsable de la résistance. On a essai avec 3 couples d'amorces définies pour
fumigatus.
- le couple pour la région promotrice n'a donné des résultats que pour les témoins
A.fumigatus, T. harianium et A.alternata
- le couple pour la région cdsl a le mieux marché. Toutes les souches ont été amplifiées. Au
niveau du séquencage, pour A.fumigatus, ont obtiens des séquences de 1270pb, pour
P.griseofulvum et P.glabrum, on a une belle séquence, mais de seulement 282-363pb; pour A.
flavus, et A. niger, on a des séquences plus longues environ (600pb), mais pas pures; pour T.
harzianium, on a une séquence de 86pb et pour A. alternata, un échec de séquencage malgré
une premiere PCR positive (identification de 1’espéce)
- le couple pour la région cds2 n'a amplifié que les fumigatus(Figure 37).
Les séquences brutes ainsi que la forme fasta de toutes les especes est représentées dans

I’annexe 4.

Figure 37 : Photo du gel de la PCR pour les trois régions (promoteur, CDS1 et CDS2)

96



Chapitre 111 Résultats et discussion

111.2. Analyse des séquences

La recherche d’homologie entre la séquence CDS de cyp51A (pour I’isolat T3 : A.
flavus) et les séquences de GenBank n’a donné aucune séquence homologue a la notre du fait
que notre séquence contient beaucoup d’imprécision nucléotidique. En effet notre séquence
comporte beaucoup de résidus non identifiés par le séquenceur et sont donc codés N au lieu
des codes A, C, G ou T. Ceci serait du aux amorces utilisées qui ne correspondaient pas a
notre espéce et donc le géne aurait été mal cadré par ces amorces car non spécifiques. La
méme imprécision nucléotidique a été observée dans les résultats de séquencage des isolats
T1, T2, TS5 et T6; Seul I’isolat T4 a donné des résultats d’homologie meilleurs en utilisant
une partie de cet alléle :
ACGGAGTATTCCTAGCACACATTGTGGCACTGCACTGCCCATCCTACCACCACTC
GGTACTAGTACGACTTGACTACTTTCTAGTATACA.

Le résultat du BlastX de cette portion a donné le peptide:
HIVALHCPSYHHSVLYV ; le quel présente une homologie avec le peptide de Genbank :
HLLSLHWNRQHHSFLI. L’homologie entre notre peptide et celui de Genbank est estimée
par une E-value de 7,5 une similarité de 68,75%(soit 11/16) et un % d’identité de 44% (soit
7/16) :

Peptide H1 VvV AL HCP S Y HH S V L V

B e N O B

Genbank HL L S L HWVR QH H S F L I

Le peptide proposé par GenBank codé B8BN8S1 (HLLSLHWNRQHHSFLI) correspond a une
RNA polymérase Il transcription Factor et non pas a une 14 alpha-déméthylase. Le peptide
(HIVALHCPSYHHSVLYV) de la transcription de notre séquence n’a donné aucun résultat
apres blasting sur UniProtKB.

Le logiciel Clustal Omega a permis la confirmation que la séquence T4 alignée avec la
séquence cyp51A GenBank codée (JF450924.1) n’est pas une déméthylase.

-Pour A.tubingensis les nucléotides identiques entre les deux séquences sont arrangés sur les
lignes (5, 7, 16, 19, 20, 21,22) (Figure 38).
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La matrice du pourcentage d’identité d’A.tubingensis est estime par

1: Aspergillus 100.00 57.14

2: T4seq2

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus
T4seql

Aspergillus

57.14 100.00

ATGGCATATCTTGCTGTTGCAGGCGCCTACGCTTTCGCAGCGTTGCTCGTTGCGATAGTC

Kk kKK

CTAACTCCAAGCTGATGGAACAAAAGAAATTCATCAAGTTTGGCCTCACGCAAGCGGCGC

* Kk Kk * * Kk kK Kk * * * Kk k Kk

TGTTGCGACTAGCCTCTGAGCCTCAAGTGCTTGAAGAGCTCTATCAAGAACAGTTGACCA

GCCTCAGCAACAGGAACGGGGTCTTCGAGCCGCTGCAGTATCAGGACCTTGACAAGCTGC

120

180

240

300

360

420
13

480
13

540
13

600
13

660
13

720

780
13

840
13

900
13

960
38

1020
38

1080

13
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Tdseql 0@ mm oo 38
Aspergillus CACTCCTCCAAAGTGTCATCAAGGAGACTCTACGAATCCACTCGTCCATCCACTCGATCA 1140
Tdseql = —ommomooo oo CCATCCTACCACCACTCGGTAC 60
* *k ok Kk dkkkkhkk K
Aspergillus TGCGCAAGGTGAAGAACCCGCTACCAGTACCTGGCACATCTTACGTTATCCCTGAAGACC 1200
T4seql TAGT-—————————————————————————————— ACGACTT----—————————————- 71
* * Kk Kk x
Aspergillus GTGTTCTACTCGCCTCACCAGGCGTAACAGCCCTTAGTGATGAATACTTCCCCAACGCAA 1260
Tdseql = o —ommm oo GACTACTTTC--------- 81
K*k Kk kkx K
Aspergillus CCCGGTGGGATCCACACCGTTGGGAGAACCAACCTGACAAGGAGGAAGAAGGAGAGATGG 1320
T4seql ----- TAGTATACA-—————— ===~ 90
K’ ok kk kK
Aspergillus TCGACTACGGATATGGCAGCGTGTCCAAGGGCACTGCCAGTCCCTACCTGCCTTTTGGCG 1380
Tdseql ~ = —--mm oo oo 90
Aspergillus CTGGCCGCCACCGCTGCATGGAGAGAAGTTCGCCTACGTTAATCTGGGCGTCATTATCGC 1440
Tdseql ~ = —-omm oo 90
Aspergillus GACCATCGTGCGTCACCTGAAGCTATTTAATGTGGATGGCAGGAAAGGAGTGCCAGGAAC 1500
Tdseql ~ = —-omm oo oo 90
Aspergillus CGATTACTCGACGCTCTTCTCCGGTCCCTTGAAGCCTGCTATCGTGGGCTGGGAGCGACG 1560
Tdseql ~ = —-omm oo oo 90
Aspergillus CATCCAAGACAACTCCAAGGGGTCCTTGAACTAA 1594
T4seql = —--mmomo oo 90

Figure 38 : Alignement des séquences par Clustal O (1.2.4) pour A. tubingensis

111.3. Discussion

Notre ¢tude effectuée dans la perspective de mettre en évidence d’une éventuelle
mutation dans le gene cyp51A, par la comparaison de nos séquences CDS de cyp51A avec les
séquences de Genbank, a été limitée par le fait que nous avons €té incapables de traiter les
séquences qui sont soit courtes ou présentent des défauts de séquengage lors de 1’utilisation
du programme BlastX. le séquencage du géne cyp51A a montré également des séquences
courtes par rapport aux isolats de type sauvage dans les travaux de (Snelders, 2012) qui a
prouvé que ces résultats peuvent étre dus aux difficultés causées lors de 1’analyse de cyp51A
durant la phase de traduction puisque de nombreux isolats présentaient des zones d’insertion
dans le géne par rapport a la séquence de référence. Ces insertions sont composees de zones
répéetées avec un méme motif de deux ou trois nucléotides répétés un nombre de fois. Il est

donc légitime de s’interroger sur la fonction de cette protéine dans la cellule et son role.
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Le mécanisme de résistance aux azolés est connu pour le genre Candida et est en cours
d’investigation depuis ces derniéres années pour Aspergillus fumigatus. En revanche, aucune
donnée n’est disponible pour les autres espéces telle que P. griseofulvum, P.glabrum, A.
flavus, A. niger, T. harzianium, et A. alternata. L’étude des mutations sur le géne cyp51A
chez les espéces décrites précedemment est rendue difficile par I’absence des données
reconnus dans la littérature, surtout concernant les amorces spécifique pour chaque région de
la protéine cyp51 ceci est rapporté également dans les travaux de (Liu et al, 2011). Dans
notre étude nous avons utilisé les amorces définies pour fumigatus parce qu’ils ont
couramment utilisés dans les laboratoires de mycologie médicale notamment dans le
laboratoire de Parasitologie et Mycologie Médicale La Timone, Marseille (France),
cependant ce dernier est intéressé par 1’étude d’A.fumigatus comme espece modele des
filamenteux. Les séquences courtes (partielles) obtenus dans notre travaille peu étre due a ces
amorces non spécifique des especes cités précédemment, donc le géene a été mal cadré par ces
amorces. On peu dire alors que le dessin des amorces pour les zones situées de part et d’autre
du géne d’intérét (cyp51A), est nécessaire pour réussir le sequencage. Ceci est décrite aussi
dans les travaux de (Frandsen et al, 2012) qui a prend les séquences nucléotidiques de chacun
des loci du géne cyp51A (chromosome 6), B (chromosome 1) et C (chromosome 5) de la base
de données sur laquelle le génome du complexe d’especes Fusarium solani est hébergé
(http://genome.jgi-psf.org/pages/search-for-genes.jsf?organism=Necha2) et les utilisées pour
le dessin d’amorces afin d’étudier des mutations sur cyp51 de cette espece ,Cependant, aucune
donnée n’est disponible a ce jour pour expliquer cet problématique. De ce fait, les résultats de
cette premiére approche sur la mutation pourront étre ultérieurement complétés et vérifiés par

I’exploration de ce phénomeéne par des techniques plus complexes.
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Selon Azhar Hussain, 2009, le blé dur est fréquemment exposé a de nombreux agents
pathogenes transmis par la semence ce qui entraine une perte qualitative et quantitative du
rendement. Donc, la semence saine est considérée comme un facteur limitant pour réussir
une année agricole. L’un des aspects les plus importants d'une bonne semence, est d’étre

dénué d'agents pathogenes.

Du point de vue diversité des souches isolées, il n’y avait pas de différence
significative entre les deux échantillons de blé dur analysés (traité et non traité). Nos
résultats ont montré que la mycoflore isolée était diversifiée avec 7 genres fongiques. La
contamination des céréales par ces genres a été rapportée dans plusieurs études en Algérie
(Moghtet, 2012) ainsi que dans d’autres pays méditerranéens tels que la Tunisie et le
Maroc (Belkacem-Hanfi, 2013; Tahani, 2008, Riba, 2010) et également en Europe
(Gregori, 2013; Magan, 2003; Medina, 2006; Tabuc, 2009) ainsi qu’en Afrique du Sud
(Rabie, 1997). Les résultats de 1’analyse mycologique ont montré, quelque soit I’année de
la récolte, une nette dominance du genre Aspergillus. La dominance de ce genre dans la
flore contaminée des céréales a, également, été reportée par plusieurs auteurs (Pitt et
Christian, 1968 ; Pitt et Miscamble, 1995; Riba et al., 2005 ; Tahani et al., 2008; Houssou,
2009). Les especes du genre Aspergillus et Penicillium sont les plus dominantes dans nos
échantillons de céréales. Ces genres étant considérés comme des moisissures de stockage
car ils tolerent la plus faible humidité (Christensen, 1977 ; Tahani, 2008 ; Gacem, 2011 ;
Singh, 2011 ; Belkacem -Hanfi, 2013). A. flavus est I’espéce la plus fréquente suivie de
Penicillium. Les autres genres de mucorales, Alternaria, Trichoderma, Botrytis et
Cladosporium isolés sont naturellement présents sur les cultures au niveau des champs et

dans le sol, ce qui est en accord avec les études de Christensen (1977).

Il en ressort, également, a travers cette étude que la méthode de dilution a donné le
plus grand nombre de champignons par rapport a la méthode du papier filtre. Cependant,
d’autres auteurs ont rapporté que cette dernicre permettait I’isolement de la majorité des
champignons contrairement a la méthode de suspension-dilution (Singh ,1999; Janmajay
Singh, 2011). Ce résultat contradictoire obtenu dans notre travail, pourrait s’expliquer par
une éventuelle croissance lente causée par le papier filtre qui pourrait ne pas avoir favorisé
le développement des espéces préférant les milieux riches en composants organiques
présents dans le milieu PDA. Par ailleurs, certains champignons tels que T. harzianium, R.

oryzea, B. cinerea, A.alternata, et C. cladosporioides n'ont été observés que lors de
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l'utilisation de la méthode de dilution. C’est ce qui est également en corrélation avec les
travaux de Gohari (2007) et Gacem (2011).

Concernant les fongicides testés, nos résultats nous ont permis de constater que le
traitement réduisait le nombre de flores fongiques des semences, des feuilles et des épis de
blé dur. En effet, les graines traitées par le Raxil® 060 FS et les feuilles et épis traités par
I’Amistar®Xtra et 1’Artea®330EC ont été moins sujettes aux contaminations en
comparaison de celles non traitées. Cette efficacité des fongicides trizolés sur la mycoflore
des semences, des feuilles et des épis a également été rapportée par Bharat rai, (1997) ;
Ezzahiri, (2001) ; Zahri, (2008), Meksem-amara, (2007) et Hennouni, (2012). La présente
étude est une preuve croissante que I'exposition environnementale aux fongicides triazolés
entraine l'apparition des meécanismes de résistances difficiles a éliminer parce que
certaines especes, telles que A. flavus, A. niger, P. glabrum, P.griseofulvum et T.
harzianium ont pu se développer sur les semences traitées, ce qui pourrait s’expliquer par
la résistance de ces especes aux triazolés. Cette résistance a été mentionnée, pour
certaines especes comme Aspergillus et Penicillium (Florent Morio, (2012) et Hiroshi
Hamamoto, (2000).

Les 10 espéces identifiées par MALDI-TOF MS I’ont également été par PCR
séquengage, a I’exception de la souche A. tubingensis. En effet, cette derniére a éteé
identifiée, par PCR et par méthode conventionnelle, comme étant A. niger alors que la
spectroscopie de masse a révélé que cette souche s’apparentait a I’espére A. tubingensis.
Ce résultat confirme bien que les Aspergillus noires sont difficiles, voire impossible, de
les différencier les uns des autres en utilisant des techniques classiques, ce qui est en
accord avec les études réalisées par Abarca (2004) et Alcazar-Fuoli (2009). En effet, la
capacité de la technologie MALDI-TOF MS utilisée pour identifier un large éventail
d'especes de moisissures a fait 1’objet de nombreux travaux ayant pour objectif de faciliter
I'identification des espéces fongiques pathologiques (Seng, 2009 ; Cassagne, 2011 ;
Gautier, 2016).

Les essais réalisés au cours des deux campagnes 2013-2014 et 2014-2015, avec les
triazolés seuls ou combinés au Azoxystrobine, un dérivé de la famille des strobilurines,
ont mis en évidence 1’intérét de ces fongicides pour lutter contre les pathogénes du blé dur
‘GTA’. Un traitement des semences, plus deux applications au champ, au stade montaison
et au stade floraison, ont permis d’obtenir une bonne protection avec une réduction

considérable des pathogénes. Cette amélioration de 1’état sanitaire va assurer une
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augmentation du rendement du blé. Les triazoles testés (Raxil® 060 FS Artea® 330EC et
Amistar®Xtra) ont entrainé une diminution importante du développement des
filamenteux. Ceci confirme que les triazoles inhibent la biosynthese des stérols,
constituants essentiels des champignons, en bloguant la C14- o —déméthylase. Ce résultat
est en accord avec celui de Darmedru, (1994) et Zahri, (2008). Les matiéres actives,
tébuconazole, Azoxystrobine + cyproconazole, cyproconazole + propiconazole contenu
dans le Raxil® 060 FS, I’Amistar® Xtra et 1’Artea® 330EC, ont été prouvées comme
étant efficaces contre les mycétes pathogénes des céréales dans les travaux de nombreux
auteurs (Sawinska et Maltecka, 2007 ; (Zahri, 2008 ; Hennouni, 2012).

Les trois fongicides étudiés agissent differemment sur la croissance in vitro des isolats
résistants aux traitements. Les deux derniers, Artea® 330EC et Amistar® Xtra réduisent
considérablement la croissance des isolats (quatre souches résistantes) par rapport au
Raxil® 060 FS (six souches résistantes), cependant 1’Artéa 330EC est plus efficace que
I’Amistar® Xtra. En effet, les pourcentages d’inhibition dus a 1I’Artea® 330EC sont
supérieurs a ceux de I’Amistar® Xtra (Tableaux 13 et 14). Cela révéle une
hypersensibilité des champignons vis-a-vis de 1’ Artea® 330EC et une sensibilité relative a
I’Amistar® Xtra. Donc les résultats les plus satisfaisants sont obtenus par 1’association
des triazolés ou triazolés au strobilurines, fongicide de famille différente avec un mode
d’action différent. Les champignons sont alors affectés a différents sites biochimiques et
différents stades de développement (Beck, 1995) et risquent moins de développer une
résistance (Kosman, 1996). Nos résultats montrent que les combinaisons de triazolés sont
plus efficaces que les associations entre fongicides de familles différentes. Cependant,
d’autres auteurs ont prouvés I’inverse (Gisi, 1996 ; Zahri, 2008). Ce résultat contradictoire
obtenu dans notre travail permet de confirmer I’efficacité des azolés contre les pathogénes
des céréales par rapport aux autres fongicides, ce qui a été prouvé par Meksem-amara
(2007) et Hennouni, (2012). Les niveaux de résistance ou de sensibilité des isolats varient
pour chaque fongicide en fonction des concentrations. Les résultats relatifs aux différents
diametres des colonies montrent une baisse significative observée suite aux traitements
avec les trois produits fongiques par rapport aux témoins. Cependant, a faibles doses (D1,
D2) les trois fongicides utilisés affectent faiblement ce parametre. Ce qui est en corrélation
avec les travaux de Hennouni (2012). Le test de comparaison des moyennes pour les
différentes doses appliquées confirme que 1’application de la dose la plus é¢levée de
fongicide (D6) constitue un groupe a part par rapport aux autres groupes puisque c’est

celle qui a affiché le plus fort impact sur le taux de développement. Le témoin constitue

103



Discussion générale

également un groupe différent. Au niveau de chaque fongicide, les barres portant la méme
lettre (a, b, ¢, d, e, f ou g) appartenant au méme groupe donc ils ne sont pas
significativement différentes (0=0,05). Ce résultat est en accord avec les travaux de (Koffi,
2009). Par ailleurs ces trois fongicides sont classés parmi les fongicides utilisés pour le
traitement des champignons du blé. Bien que ces fongicides aient réduit la croissance des
champignons, cependant, a faible doses (D1, D2, D3, D4) aucun des trois fongicides n’a
permis d’avoir 100% d’inhibition. Cela pourrait expliquer le développement avec le temps
de souches résistantes a ces fongicides. La différence au niveau de la sensibilité des
pathogene aux fongicides testés peut étre attribuée au fait que le produit chimique Raxil®
060 FS est beaucoup plus utilisé par les agriculteurs en tant que « traiteur de semences ».
En effet, suite & un usage prolongé, la sensibilité des champignons vis-a-vis du produit

aurait diminué et une résistance potentielle pourrait ainsi se développer.

Selon les travaux de (Snelders, 2012), Le séquencage du géne cyp51A a montré des
séquences courtes par rapport aux isolats de type sauvage. Ceci est également trouvé dans
notre étude. Snelders a prouvé que ces résultats peuvent étre dus aux difficultés causees
lors de I’analyse de cyp51A durant la phase de traduction puisque de nombreux isolats
présentaient des zones d’insertion dans le géne par rapport a la séquence de référence. Ces
insertions sont composees de zones répétées avec un méme motif de deux ou trois

nucléotides répétés un nombre de fois.

Il est donc Iégitime de s’interroger sur la fonction de cette protéine dans la cellule et son
réle. De ce fait, les résultats de cette premiére approche sur la mutation pourront étre
ultérieurement complétés et vérifiés par I’exploration de ce phénomeéne par des techniques
plus complexes.

Le mécanisme de résistance aux azolés est connu pour le genre Candida et est en cours
d’investigation depuis ces derniéres années pour Aspergillus fumigatus. En revanche,
aucune donnée n’est disponible pour les autres espéces telle que P. griseofulvum,
P.glabrum, A. flavus, A. niger, T. harzianium, et A. alternata. L’étude des mutations sur
le géne cyp51A chez les espéces décrites précédemment est rendue difficile par 1’absence
des données reconnues dans la littérature, surtout concernant les amorces spécifiques pour
chaque région de la protéine cyp51. Ce fait a également été rapporté dans les travaux de
(Liu et al, 2011).
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Dans notre étude nous avons utilisé les amorces définies pour fumigatus parce qu’ils ont
couramment utilisés dans les laboratoires de mycologie médicale notamment dans le
laboratoire de Parasitologie et Mycologie Médicale La Timone, Marseille (France),
cependant, ce dernier n’est intéressé que par 1’étude de fumigatus comme espece modéle
des filamenteux. Les séquences partielles obtenus dans notre travaille peuvent étre dues a
ces amorces donc le géne aurait été mal cadré par ces amorces car non spécifiques. Donc
on peu dire que le dessin des amorces pour le géne d’intérét (cyp51A) est nécessaire pour
réussir le séquencage. Ceci est décrit dans les travaux de (Frandsen et al, 2012) qui a pris
les séquences nucléotidiques de chacun des loci cyp51A (chromosome 6), B (chromosome
1) et C (chromosome 5) de la base de données sur laquelle le génome du complexe
d’especes Fusarium solani est hébergé (http://genome.jgi-psf.org/pages/search-for-
genes.jsf?organism=Necha2) et les a utilisées pour le dessin d’amorces afin d’étudier des

mutations sur cyp51 de cette espéce.

En plein champ, I’agriculteur a utilisé 0.5 L/300 L d’eau de chaque fongicide décrite
précédemment pour traiter un hectare de la culture de blé dur. In vitro 0.5 L/300 L d’eau
correspond & 190u1/114 ml d’eau dans une boite de Pétri. Il est a noter qu’a cette dose il ya
une diminution de développement des pathogénes par rapport aux témoins mais elle n’est
pas importante. C’est la raison pour laquelle nous avons appliqué des doses supeérieures
(200pl, .230pl, 250ul et 270ul). Cette derniere correspond a la dose inhibitrice avec 100%
de mortalité. Comparativement aux travaux de Hennouni, (2012) qui a révélé que la dose
de 0,5 L/ha est la plus efficace suivie de la dose 0,4 L/ha, mais avec une inhibition
partielle. Notre expérimentation, montre que la dose la plus efficace a appliquer est celle
de 0.71 L/h (270pl in vitro), en ’occurrence, 0.71 L/300L d’eau/h au lieu de 0.5 L/300 L
d’eau/h pour inhiber totalement le développement des moisissures phytopathogénes

affectant la culture de bl¢ dur(GTA) afin d’améliorer le rendement.
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La modernisation de l'agriculture est assurée grace aux produits phytosanitaires.
Toutefois, leur utilisation intensive n'est pas sans risque pour l'environnement et le
consommateur. Les avancées apportées par ce travail peuvent étre regroupées en trois

volets :

- Une premiere étape de ce travail a donc consisté a mettre en évidence la présence

des especes phytopathogenes dans les semences, feuilles et épi de blé dur.

- La deuxiéme étape a pour but de mettre en évidence I‘efficacité des trois produits
fongicides systémiques nouvellement introduits en Algérie: le Raxil® 060 FS
I’Artea®330EC et I’Amistar® Xtra sur la mycoflore des semences, feuilles et d‘épis
affectant le rendement et la qualité technologique du blé dur.

L‘étude nous a permis d‘aboutir a un ensemble de résultats, qui mettent en exergue
I‘action pathogeéne des champignons sur les 02 cultivars de blé utilisées dans notre
expérimentation et 1‘influence des fongicides décrites précédemment sur les isolats.
L efficacité des fongicides a été démontrées notamment avec la plus forte dose (0,71L/ha).
Ltutilisation des fongicides a pour but de lutter contre une cible bien précise : le
champignon pathogene. Le fongicide ne doit pas étre toxique pour la culture ou son
environnement. L association des deux fongicides en méme temps semble trés nécessaire
pour une meilleure efficacité afin de limiter 1‘attaque des pathogénes. Ceci a bel et bien été
démontré durant cette étude. Les deux applications, 1‘une au stade fin-tallage début
montaison, l‘autre au stade floraison, ont permis d‘obtenir une certaine protection. Cette
amélioration de 1°état sanitaire s‘est traduite par une diminution du développement des
pathogenes. En se basant sur les résultats obtenus, nous estimons que le Raxil® 060 FS
I’ Artea®330EC et I’ Amistar® Xtra pourraient étre des molécules a choisir dans le cadre
d’un programme de lutte anticryptogamique raisonnée contre les moisissures. Néanmoins,
sachant que toute molécule fongique utilisée a long terme, finit par aboutir a des
phénomenes de résistance, il serait judicieux d’utiliser ces fongicides en alternance avec

d’autres molécules non polluantes.

- Enfin, le dernier volet du projet a consisté a détecter des mutations dans le géne cyp51A.
Malheureusement, I’analyse bioinformatique des séquences obtenues ne nous a pas permis
d’obtenir des résultats exploitables et ce, probablement a cause de I’utilisation, par le
laboratoire (Hopital la Timone, France) d’amorces non spécifiques des especes étudiées.

Ce point pourrait étre, ultérieurement, repris, complété et vérifié.
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Pour conclure ce travail, nous pouvons retenir que :

v'Les genres Aspergillus, Penicillium, Trichoderma et Alternaria semblent étre moins
sensibles que les autres genres aux fongicides testés.

v’ La présente étude est une preuve croissante que l'exposition environnementale aux
fongicides triazoles entraine I'apparition des mécanismes de résistances difficiles a
éliminer. Les reésultats obtenus lors de ce travail sont trés intéressants et mériteraient d’étre
complétés par des recherches approfondies dans le domaine de la résistance aux triazolés
en agriculture. Ce qui permettrait, également et éventuellement, de répondre a quelques
interrogations dans le domaine médical concernant la résistance des souches fongiques au
traitement a base de triazolés ou encore expliquer le phénomene de récidive des patients a

certaines pathologies mycologiques.

Comme éventuelles perspectives, nous pouvons dire qu’au terme de cette étude,
plusieurs points importants restent a préciser. 1l serait en effet important de :
> réaliser des études approfondies sur le géne cyp51 afin de mettre en évidence et de
ou de confirmer d’éventuelles mutations pouvant résulter du traitement par les trois
fongicides testés. Une telle étude devrait aussi étre réalisée sur les doses des différents
fongicides utilisés en agriculture pour éviter celles qui sont toxiques pour la culture, par
I’évaluation in vitro des CMF de chacun par des méthodes rapides et développées telle que
la technique par E-TEST qui reste de nos jours confinée au domaine médical.
Enfin, il serait intéressant de faire une recherche sur d’autres vegétaux beaucoup plus
sensibles que le blé tel que les légumes et les fruits surtout ceux qui sont consommeés sans
cuisson afin de diminuer le risques de développement des résistances acquises d’origine

environnementale pouvant étre la source des maladies difficiles a guérir.

En résumé, nous pouvons dire que I’intérét de notre étude s’inscrit dans le cadre de la
recherche de stratégies de prévention contre les infections fongiques afin d’assurer une
sécurité sanitaire des aliments, une augmentation du rendement ainsi que la protection des

récoltes et par conséquent I’économie du pays.
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Annexe 1

Composition des milieux de cultures

e Milieu Potato Dextrose Agar (PDA)

Milieu utilisé pour la recherche de nombreux champignon

Pomme de terre 200g
Agar-agar 20g
Glucose 20g
Eau distillée 1000ml

Laver, couper en morceaux la pomme de terre, les faire cuire, filtrer, ajouter I’agar, le glucose puis

ajuster la quantité d’eau. Autoclaver 20 min a 121°C, (Rémi, 1997).

e PDAac (Potato dextrose agar acidifié): PDA + 1 ml d’acide lactique a 25% par flacon de milieu.
o PDAr (Potato dextrose agar rose Bengal): PDA + 1 ml du rose Bengal

e Milieu Czapek-Dox Agar
Milieu minéral utilisé souvent pour l’isolement et la conservation de nombreux champignons

phytopathogenes, sa composition se présente comme suit :

NaNO; 2.0g
K,HPO, 1.0g

Mg SO, 7H,0 1.0g
Kcl 0.5g
FeSO, 7H,0 0.01g
Saccharose 30g
Agar 20g
Eau distillée 1000ml

Le pH est ajusté a 6 et le milieu est autoclave pendant 20min a 121°C, la stérilisation s’effectue dans

des flacons en verre avec des bouchons en métal (Rémi, 1997).

e Gzapeck acidifié : Gzapeck + 1 ml d’acide lactique a 25% par flacon de milieu.
o Gzapeck rose Bengal: Gzapeck+1ml du rose Bengal

e Milieu Sabouraud dextrose agar

Peptone 10g
Saccharose 20g
Agar 15¢

Eau distillée 1000ml



Annexe 2

Protocole de la purification des réactions de séquences avec le Kit CleanSeq

1- Retirer la/les Plagues de réaction de séquence. Placer sur un portoir plastique pour plagues
96 puits. Ajouter 10ul d’eau dans tous les puits avec une Pipette 10ul 8 canaux

2- Ajouter 10ul de réactif « Big Dye® Sequencing Clean up kit » dans tous les puits avec une
Pipette 10l 8 canaux

3- Ajouter 63 pul d’Ethanol 80° dans tous les puits avec une Pipette 100ul 8 canaux

4- Bien mélanger par Aspiration-Refoulement avec la pipette 100ul 8 canaux en réglant le
volume de prise sur 100pl

5- Laisser incuber 3 — 5 min pour fixation des ADNs sur les billes magnétiques

6- Placer sur la Plaque 96 puits Magnétique dite « SuperMagnet » environ 1 — 2 min

7- Aspirer la totalité du liquide avec la pipette 100ul 8 canaux réglée sur le volume de prise de
100l

8- Réaliser un lavage des billes en ajoutant 100ul d’Ethanol 80° dans tous les puits avec une
MultiPipette 1000ul 8 canaux ou pipette automatique 1000ul

9- Aspirer la totalité du liquide avec la pipette 100ul 8 canaux réglée sur le volume de prise de
100l

10- Réaliser un second lavage des billes en ajoutant 100ul d’Ethanol 80° dans tous les puits
avec une MultiPipette 1000ul 8 canaux ou pipette automatique 1000l

11- sécher 5 min pour évaporer 1’éthanol 80°

12- .Ajouter 50ul d’eau dans tous les puits avec une Pipette 100l 8 canaux

13- Retirer la plague de séquences du « SuperMagnet et Laisser incuber 3 — 5 min pour
élution des ADNs des billes magnétiques

14- Replacer la Plague 96 puits de séquences sur le « SuperMagnet » environ 2 min pour bien

séparer les billes magnétiques du liquide éluat contenant les séquences pures



Annexe 3

Les sequences de la région ITS1 et ITS4 des isolats
Séquence ITS1 et ITS4 de P. griseofulvum

>3T3_A01_01_ITS1

CGGCTTYGAGTGAGGGCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAA
CTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGT
CTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCG
GGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATTCCGGG
GGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGTACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGG
CCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCTW

>3T3_A01_01_[TS4

GGAGSTGGGWTCCCTACCTGATCCGAGGTCACCTGGATAAAAATTTGGGTTGATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCT
ACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTACCGCCGCTGCCTTTCGGGLLLCGTLCCCCCG
GAATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCLGG
AATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTC
GCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAGACTA
CAATCTTCAGACAGAGTTCGAGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGTAAGCCCCCCGGCGGCCAGTTA
AGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTAAATAAACACGGGTGGGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCAGTAAT
GATCCTTCCGATC

Séquence ITS1 et ITS4 de P. glabrum
>3T3_B01_02_ITS1

GAGTGAGGGCCTCTGGGTCCACCTCCCACCCGTGTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGTGCGCCCGCCTCACGGCCGCC
GGGGGGCTTCTGCCCCCGGGTCCGCGCGCACCGGAGACACTATTGAACTCTGTCTGAAGATTGCAGTCTGAGCATA
AACTAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAC
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATG
CCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCTCCGTCCCCCCGGGGACGGGTCCGAAAG
GCAGCGGCGGCACCGAGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGLGLCAGC
CGACAACCAATCATCCTTTTTTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAG

>3T3_B01_02_ITS4



GTWTCCCTACCTGATCCGAGGTCACCTGAAAAAAGGATGATTGGTTGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACAGAG
CGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACTCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGACCCGTCCCCGGGGGGAC
GGAGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGG
CGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCA
TCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTATTTAGTTTATGCTCAGACTGCAATCTTCAGACAG
AGTTCAATAGTGTCTCCGGTGCGCGCGGACCCGGGGGCAGAAGCCCCCCGGLCGGCCGTGAGGCGGGCGCACCGAA
GCAACAAGGTACAATAAACACGGGTGGGGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCAGTAATGATCCTTCCGAN

Séquence ITS1 et ITS4 d’Aspergillus flavus

>3T3_C01_03_ITS1

AGTGWGGGTTCCTAGCGAGCCCACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATG
GCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGA
GTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCG
GGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGG
GGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAG
GCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC
TTAAGCATACA

>3T3_C01_03_ITS4

GGATCCTACCTGATCCGAGGTCACCTGGAAAAGATTGATTTGCGTTCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGG
GTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTGGGGCCCGTCCCCCCCGGAGAGG
GGACGACGACCCAACACACAAGCCGTGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCA
GGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTAGTTATCGCATTTCGCTGCG
TTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCGATACAATCAACTCAGACTTCAC
TAGATCAGACAGAGTTCGTGGTGTCTCCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGCTGAGAGCCCCCGGCGGCCATGAATGGC
GGGCCCGCCGAAGCAACTAAGGTACAGTAAACACGGGTGGGAGGTTGGGCTCGCTAGGAACCCTAC

Séquence ITS1 d’Aspergillus tubingensis

>3T3_D01_04_ITS1

GTGCGGGTCTTTGGGCCACCTCCCATCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCC
GGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCT
GAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCG
GGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGG



GGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGA
TTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCATAA

>3T3_D01_04 _[TS4

GRAGCGGGATCCTACCTGATCCGAGGTCACCTGGAAAAAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTA
CAGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGLCCCGTCCCCCCGG
AGAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGA
ATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCG
CTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACT
GCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGLCGCCCCCCCGGCG
GCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCGC
ACTCGGTAATGATCCTTCCGCATC

Séquence ITS1 de Trichoderma harzianium

>3T3_E01_05_ITS1

CGAGTTACACTCCCAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAG
CCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGA
GCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTT
GGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAG
TAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGA
TCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCTG

Séquence ITS1et ITS4 d’Alternaria alternata

>3T3_G01_06_ITS1

GWTGAAGGCGGGCTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTT
CCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACGTAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAAT
TACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATICCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGC
AGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATCAAGCCTTTTT
TTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAGGCSSGRRG



>3T3_F01_06_ITS4

GGATCCTACCTGATCCGAGGTCAAAGTTGAAAAAAAGGCTTGATGGATGCTAGACCTTTGCTGATAGAGAGTGCGA
CTTGTGCTGCGCTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAAAGCTAGAGACAAGA
CGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCA
ATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGA
TGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGACGCTGATTGCAATTACAAAAGGTT
TACGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACAAGGGTGAATAATTCAGCA
AGGCTGTAACCCCGAGAGGTTCCAGCCCGCCTTCATATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCCTTACGGAAGG
ATCATTACACAAATATGAAGGCGGSéquence

ITS1 et ITS4 de Botrytis cinerea

>3T3_C02_07_ITS1

GGTMTGCCCGAAGGGTAGACCTCCCACCCTTGTGTATTATTACTTTGTTGCTTTGGCGAGCTGCCTTTGGGCCTTGTA
TGCTCGCCAGAGAATACCAAAACTCTTTTTATTAATGTCGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTT
AGCTTGGTATTGAGTCTATGTCAGTAATGGCAGGCTCTAAAATCAGTGGCGGCGCCGCTGGGTCCTGAACGTAGTAA
TATCTCTCGTTACAGGTTCTCGGTGTGCTTCTGCCAAAACCCAAATTTTTCTATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGA
TACCCGCTGAACTTAAGCA

>3T3_C02_07_ITS4

GTWTCCCTACCTGATCCGAGGTCACCATAGAAAAATTTGGGTTTTGGCAGAAGCACACCGAGAACCTGTAACGAGA

GATATTACTACGTTCAGGACCCAGCGGCGCCGCCACTGATTTTAGAGCCTGCCATTACTGACATAGACTCAATACCAA
GCTAAGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAA
GATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAG
AGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTATTATATAGTACTCAGACGACATTAATAAAAAGAGTTTTGGTATTCTCTGGCG
AGCATACAAGGCCCAAAGGCAGCTCGCCAAAGCAACAAAGTAATAATACACAAGGGTGGGAGGTCTACCCTTTCGG
GCATGAACTCTGTAATGATCCTTCCGCAT

Séquence ITS1 et ITS4 d’Aspergillus fumigatus

>3T3_C03_08_ITS1

TGAGTGCCTCTGSGYCCACCTCCCCCCGTGTCTATCGTACCTTGTTGCTTCGCGCCGGCCGCCGTTTCGACGGCCGLCG
GGGAGGCCTTGCGCCCCCGGRCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCAACATGAACGCTGTTCCGAAAGTATGCAGTCTGA
GTTGATTATCGYAATCCGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCCATGAAGAACGCAGCGAAATGC



GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCRAGTCTTTKAACGCWCATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGYTTGTGTGTTGGGCCCCCGYCCCCCTCTCCCGGGGGAC
GGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCTGCTCTGTAGGCCCGG
CCGGCGCCAGCCGACACCCAACTTTATTTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCMGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC
ATATCATAA

>3T3_C03_08_ITS4

GATCCTACCTGATCCGAGGTCACCTTAGAAAAATAAAGTTGGGTGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCAG
GTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGAGAGGGG
GACGGGGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAG
GGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTT
CTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTACGATAATCAACTCAGACTGCATACTT
TCAGAACAGCGTTCATGTTGGGGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGCAAGGCCTCCCCGGCGGCCGTCGAA
ACGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTACGATAGACACGGGTGGGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTA
ATGATCCTTCCGCAGGTTCCCCYWACGGAAGGATCATTACCGAGTGAGG

Séquence ITS1 et ITS4 de rhizopus oryzea

>3T3_A02_09_ITS1

GTTAAGCGCCTTACCTTAGGGTTTCCTCTGGGGTAAGTGATTGCTTCTACACTGTGAAAATTTGGCTGAGAGACTCAG
ACTGGTCATGGGTAGACCTATCTGGGGTTTGATCGATGCCACTCCTGGTTTCAGGAGTACCCTTCATAATAAACCTAG
AAATTCAGTATTATAAAGTTTAATAAAAAACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTA
GCAAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCAGCTTGCACTCTATGGTTT
TTCTATAGAGTACGCCTGCTTCAGTATCATCACAAACCCACACATAACATTTGTTTATGTGGTGATGGGTCGCATCGCT
GTTTTATTACAGTGAGCACCTAAAATGTGTGTGATTTTCTGTCTGGCTTGCTAGGCAGGAATATTACGCTGGTCTCAG
GATCTTTTTTTTTGGTTCGCCCAGGAAGTAAAGTACAAGAGTATAATCCAGTAACTTTCAAACTATGATCTGAAGTCA
GGTGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCTAA

>3T3_A02_09_ITS4

GAGTGGATCCACCTGACTTCAGATCATAGTTTGAAAGTTACTGGATTATACTCTTGTACTTTACTTCCTGGGCGAACC
AAAAAAAAAGATCCTGAGACCAGCGTAATATTCCTGCCTAGCAAGCCAGACAGAAAATCACACACATTTTAGGTGCT
CACTGTAATAAAACAGCGATGCGACCCATCACCACATAAACAAATGTTATGTGTGGGTTTGTGATGATACTGAAGCA
GGCGTACTCTATAGAAAAACCATAGAGTGCAAGCTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATATGCAATTCACAC
TAGTTATCGCACTTTGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCATTGTTAAAAGTTGTITTTTATTAAACT
TTATAATACTGAATTTCTAGGTTTATTATGAAGGGTACTCCTGAAACCAGGAGTGGCATCGATCAAACCCCAGATAG



GTCTACCCATGACCAGTCTGAGTCTCTCAGCCAAATTTTCACAGTGTAGAAGCAATCACTTACCCCAGAGGAAACCCT
AAGGTAAGGCGCTTTAACATAATTAATGATCCTTCCGAT

Séquence ITS1 et ITS4 de Cladosporium cladosporioides

>3T3_B02_10_ITS1

GTGACCCGGTCTACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGG
GCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACT
TTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC
ACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCC
CTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGAC
CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCTA

>3T3_B02_10_ITS4

YCYTACCTGATCCGAGGTCACCTTAGAAATGGGGTTGTTTTACGGCGTAGCCTCCCGAACACCCTTTAGCGAATAGTT
TCCACAACGCTTAGGGGACAGAAGACCCAGCCGGTCGATTTGAGGCACGCGGCGGACCGCGTTGCCCAATACCAAG
CGAGGCTTGAGTGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAG
ATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATITCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGA
GATCCGTTGTTAAAAGTTTTAATTTATTAATTAAGTTTACTCAGACTGCAAAGTTACGCAAGAGTTTGAAGTGTCCAC
CCGGAGCCCCCGCCCGAAGGCAGGGTCGCCCCGGAGGCAACAGAGTCGGACAACAAAGGGTTATGAACATCCCGG
TGGTTAGACCGGGGTCACTTGTAATGATCCCTCCGATG



Annexe 4

Séquences brutes et forme Fasta des six isolats résistantes
-Sequences brutes plus forme Fasta de P. griseofulvum
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TNNNNNNNNNNNNNNNNNANTNNNNNTATTGGGCGATTANAGTTCTGCAAAGCAAC
AAAGAGGTGTTACCATTGGATACCAACGTACCGGCTGCTGGAATCCAGTCTGGTTTGC
AAAGAAGGCGCCTCCCATCGCGCCAGTAGGGTCGTGGGAATAAGGATTGGCAGAAAC
AGGACCAACGGCACCAGGAGTCATGGGAGCTGGGGTAGTCACAAAAGGATCAAATG
CACCCGTGGGGGTGATACCTCCATTTCCATTGCCCTGAAGTGGTGCTGCGATTAA



-Séquences brutes plus forme Fasta de P. glabrum

10 20 30 40 50 &0 70 80 30

NN W NNNNNTNT TT NT GG CAG T6 R ARG C TGCAC TTAN BCGTGCTITITGCCTTTGCATATTN NTT NCCGCTACRRATGGG AGRATTTGAGGTACTTICNAC (B

i T | u
A\&’.‘Mi"vhmflmmluﬂh l IWERER ﬂ “‘l ‘Llﬂl’ "1 I l.‘ i “)

>T2-cdsl

NNNNNNNNTNTTTNTGGCAGTGAAGCTGCACTTANACGTGCTTTGCCTTTGCATATTN
NTTNCCGCTACAATGGGAGAATTTGAGGTACTTCNACCACTATGTTTTCCACTTCTTTT
TGTGAATAAATAGAATCGTCCTTCGGGCTGGGCCTGGAATTACAATGCCAAAAAAAAG
AATTGNNTGAGTGANAATACNCTGGGTGCTTCTTGAAGTTCTACTGTCGTGACTTACTG
ATACAATGCTTCTGGTCATTTTATTTTAATTTCTTCCCCTTCAATAANGCTCGAGTATTC
CGCCTAGAGTGGAAAGCTATAGATGGCTTCCTCATGGTCAGATCACCCCTGAAGTGGT
GCTGCNATTAA




-Séquences brutes plus forme Fasta d’A.flavus
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NNNNNANNNNNNNNGNNCNNNNNNNNNNNCCCTGCGGTAATNNNTNNTATTTTNCT

NNCCTTNANNNTTNCTATTTNATTGCTGTCGCTCTANNATGNAATTTTCTGCCGGNGA
AATGATTGCCTTCTGANTTCNAGGTNCAGNTTGNACTGTCTTATANAATATGANCTNN
AAGGTAANNNGNTTNNGGNGACAGNGCTGCAGTGNTANNTGGAGCCNNGNCAGTGA
GGGCANTGAAAGANCGCCTTTCTGAATNNATGCATCTNNNNGANGCGCCATANNGNT
NNNTGCANGTTGCTNNTNANCNNTAATGNNCGTNANGNTNGNAGGGCTGAANNGGN

GCTGNGATTATGCNTTCNNNTTGTTTCANTTCTNNANNACAGTGAGCCNNCATTTGTA
ANANATNGNGTCTGNATANNGNCACTACCNNACACCTAGTNCNCNCANTGATCTCTA

TNGANGANCNTATTCTCCATATGNTCCNNTCNTGTTGCTATAGTCTTNGNCTTTTTNCT
TTTNTTTNNNNTCGGGGGAGGANCCCNNNAN




-Séquences brutes plus forme Fasta d’A. tubingensis
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CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGNGNNNNGAGNTTANNNNNNAAGAANGCNACCGN
ANGGATGAGGGAGTAAGAAGAANGAGTTGGTTGNCTGGCAGTGGATGGACTGNTAA
ATACTAGTCANNGGGGNCANNTGACTGGGCAGANNANNCANGGCAGGCCTGGTTCG
GCTTGGCAGGTNCNAAGTGGAGCTTCGAGAAANTCCAGTCGGNCGAGATGGACAGG
AATAGTATCGGAGACACGTTAGTTAACGATGCTACTAGTTTAGTCTTTCTCAAGNACG
GAGTATTCCTAGCACACATTGTGGCACTGCACTGCCCATCCTACCACCACTCGGTACT
AGTACGACTTGACTACTTTCTAGTATACANCGATACTCACTATTTGCAGGTACGGATA
ACCGGAGTTTGAACTGTCTTGGATGAATGGCCCTGAACCTTGNGGACCANTTCTTTGG
CTCATCCCAGATGGGGAGGGCAGCAAGCGACGGAGGTCCCAACTAAGGTATTGTCAA
CGTCAGCATCAGAGNCCAGCCATTGCGCCANTTCCCTTGTAGAATAGCGCTGGATGA
ATGCNGNACCCCAATTGTCTAGGCTTTTAGGGTCTGCAGTCGACACATACTTGATAGA
TAATAAATAGATAGATAACTGAGTATTAAAAGGNTGAAGGGAGTGAGGGGTATCT

>T4-cdsl



-Séquences brutes plus forme Fasta de T.harzianium
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NNNNNNNNNNTNNCNCNNNNNTGTTTTGGGTNAGTNNGTTTAAGTTNGCNTGTTTGG
CGGGGGTCTGAAGTGGTGCTGCGATTAAC

-Séquences brutes plus forme Fasta d’A.alternata

10 20 30 40
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