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                                                                                                                                          Introduction 

                 Les céréales constituent la base de l’alimentation dans de nombreux pays du 

monde, dont le riz est la céréale la plus cultivée dans le monde, après le blé. C’est un 

excellent aliment recommandée par la plus part des nutritionnistes et il occupe une place 

primordiale dans la consommation mondiale (Nguyen., 2007). 

En point de vue nutritionnel, les grains de riz sont consommée entiers, décortiqués 

puis polis. Au cours de cette opération, le riz perd 75% de sa vitamine B1, 56% de sa 

vitamine B2. Cuit, le riz contient 70% d’eau, 2.5% de protéines et 25% de glucides. Il 

représente une bonne source de magnésium et aussi, il rentre dans la fabrication des 

boissons alcoolisées (le saké et le merlin japonais) (Derach .  1986). 

La production de riz est assurée par une seule récolte dans l’année, alors que la 

consommation est prolongée toute au long de l’année, d’où la nécessité du stockage.  

Le riz est contaminé lors de la récolte et du stockage par les moisissures, qui sont 

des champignons filamenteux hétérotrophes, et qui ont des actions bénéfiques mais 

aussi néfastes pour l’Homme. Il existe plusieurs de ces moisissures notamment les 

genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium ayant une capacité de produire des 

métabolites secondaires toxiques (Cahagnier et al., 1998 ; Doyle et al., 1998 ; Meyer et 

al., 2004). Les moisissures réduisant la valeur nutritionnelle, diminuent la qualité 

technologique et modifiant l’aspect organoleptique (Gacem. ,2012). 

Les moisissures produisent un certain nombre de métabolites secondaires nocifs 

qualifiés de mycotoxines, ces dernières provoquent des problèmes à la santé publique 

par deux sens ; lorsqu’elles sont présentes dans l’alimentation humaine (directe) et 

lorsqu’elles contaminent la chaîne alimentaire via l’alimentation (indirecte) (Bejaoui., 

2005). 

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires toxiques produits par certaines 

souches de moisissures, leur développent principalement dans les matières premières 

d’origine végétales (céréales, légumes, fruits). (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz., 2002). 

Les mycotoxines sont reconnues pour leurs caractères cancérogènes, 

immunosuppresseurs, œstrogènes, tératogènes etc. Elles peuvent aussi être à la base 

d’énormes pertes économiques à l’agriculture et aux industries agroalimentaires              

( Toffa., 2015). 



                                                                                                                                          Introduction 

L’orientation des recherches vers les moyennes biologique par l’utilisation de 

souches fongiques antagonistes comme une lutte biologique pouvant constituer une 

solution alternative aux produits chimiques, en raison de son efficacité et de son 

application facile et pratique et moins couteuse. 

La lutte biologique est une alternative très prometteuse, grâce aux caractéristiques  

des agents microbiologiques dans les écosystèmes : l’ubiquité naturelle, leur grande 

variété, leur dissémination facile, leur spécificité d'action ainsi leur persistance dans 

l'environnement (De Kouassi., 2001).  

 C’est dans cette perspective, qu’on a opté pour la recherche des moisissures 

mycotoxinogènes dans le riz commercialisé dans différentes régions de la wilaya de 

Tiaret, ainsi que d’étudier l’interaction de ces moisissures vis-à-vis l’agent antagoniste 

biologique Trichoderma harzianum, dans le but de contribuer dans l’amélioration des 

conditions de stockage.   
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I.1. Objectif du travail 

L’objectif de ce travail est d’étudier la flore fongique potentiellement productrice de 

mycotoxines isolée à partir des grains du riz et mettre en évidence l’activité biologique 

antagoniste de T. harzianium sur la croissance des moisissures mycotoxinogénes des grains de 

riz. 

I.2. Lieu et date du travail 

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Microbiologie de la faculté des 

Sciences de la Nature et de la Vie de l'Université Ibn khaldoun-Tiaret, durant la période du 08 

Février jusqu'au 30 Mars 2018. 

I.3. Matériel utilisé 

I.3.1. Matériel biologique 

Pour réaliser ce travail nous avons utilisé dix échantillons de grains de riz, qui ont été 

collectées à partir de dix communes de la région de Tiaret (Rechaiga, Hamedia, Frenda, Ain 

Dheb, Machraa Safa, Sidi Abderahmen, Tiaret (Volani), Dahmouni, Tiaret (karman) et 

Medrrissa). 

I.3.2 Milieux de culture 

Deux milieux synthétiques (Annexe 1) ont été utilisés pour l’isolement et la purification 

des moisissures à partir des grains de riz, ainsi que pour les tests de lutte biologique (PDA et 

Agar 2%). 

I.3.3. Autre matériel 

L’appareillage et la verrerie utilisés dans notre travail sont illustrés dans le Tableau 1. 
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Tableau n°01 : Matériel et appareillages utilisé. 

Appareillages   Produit Autres 

- Microscope optique 

«OPTIKA» 

- Vortex «TECHNO 

KARTELL» 

- Incubateur «MEMMERT 

854 SCHWABACH W- 

GERMANY» 

- Autoclave «WOLF 

WESKZEUG-

VORRICHLUNGSUN 

7340 GEISLINGEN» 

- Agitateur «IKAMAG»  

- Bain marie «MEMMERT» 

- Balance magnétique 

«KERN 440-45N » 

- Four Pasteur «HERAEUS» 

 

-  Alcool 

- Bleu méthylène 

- Eau distillée stérile 

- Hypochlorite de sodium      

(Eaux de javel) 

- ATB (cefazoline) 

 

- Bec Bunsen 

- Barreau magnétique 

- Boîtes de Pétri 

- Lance de platine 

- Pince de platine 

- Pissettes  

- Portoir de tube a essais 

 - Tubes à essai  

- Flacons 

 -Béchers  

- Éprouvettes 

- Pipette Pasteur  

- Ruban adhésif 
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I.4. Protocole expérimental  

Dans ce travail, nous avons choisi la culture de riz comme matériel végéta. Le protocole 

expérimental de notre travail est résumé dans la figure 01: 

 

  

                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 01 : Schéma du protocole expérimental. 
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directe 
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Identification Microscopique Macroscopique 
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Étude statistique (ANOVA) 

Isolement des champignons 
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I.4.1. Échantillonnage   

Les analyses ont été effectuées sur des grains de riz, qui ont été collectées à partir de dix 

communes de la région de Tiaret (Rechaiga, Hamedia, Frenda, Ain Dheb, Machraa Safa, Sidi 

Abderahmen, Tiaret (Volani), Dahmouni, Tiaret (karman) et Medrrissa). Les échantillons ont 

été transportés au laboratoire dans des sacs en papier. 

I.4.2. Isolement des champignons à partir des grains de riz 

L’isolement a été réalisé en se basant sur  la technique celle décrite par Davet et Rouxel 

(1997) avec quelques modifications. Nous avons désinfecté les grains de riz avec 

l’hypochlorite de sodium (l’eau de javel 13° dilué à 30 %) pendant trois minutes, pour 

éliminer les bactéries. En suite, les grains de riz ont été rincés trois fois avec l’eau distillée 

stérilisée pour éliminer les traces de l’eau javel. Après, nous avons déposé dix grains de riz 

pour chaque échantillons dans une boîte Pétri contenant le milieu PDA plus ATB (cefazoline). 

Les boîtes ont été incubées à 28°C pendant 72 heurs (Figure 02). 

 

Figure n°02 : Isolement des moisissures avant l’incubation à partir des grains de riz sur 

milieu PDA. 

I.4.3. Purification des isolats fongique 

La Purification a été réalisé par technique de culture monospore décrire par Henni et al. 

(1994) avec quelques modifications. Dans cette technique nous avons prélevé un fragment de 

mycélium, qui a été introduit dans un tube contenant 9 ml d’eau distillée stérilisée. Après une 

agitation vigoureuse au vortex (pour libérer les conidies), nous avons réalisé des dilutions 

décimales jusqu'à 10-3. En suite, nous avons ensemencé en surface, un volume de 0.1 ml sur 

milieu gélosé Agar 2 %, à l’aide d’un râteau. Après incubation à 28°C pendant 24 à 48 heures, 

nous avons repiqué les germinations issues d’une seule et unique conidie sur une boîte de 
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Pétri contenant le milieu PDA plus ATB (cefazoline). Les boîtes ont été incubées à 28°C 

pendant 5 à 7 jours.  

I.4.4. Identification des isolats fongique 

L’identification des champignons contaminants les grains de riz  repose sur : 

I.4.4.1. Identification macroscopique  

L’identification macroscopique repose sur l’étude des caractères culturaux basés sur des 

observations à l’œil nu. Les caractères étudiés sont: la pigmentation de la face et de l’envers 

des colonies, la vitesse de croissance, le contour des colonies et l’aspect du mycélium en 

prenant en considération le morphotype (Nelson., 1981 et Booth, et al.,1984). 

I.4.4.2. Identification microscopique 

L’identification microscopique a été réalisée en utilisant la technique de drapeau décrite 

par Guezlane-Tebibel et al. (2011). Nous avons prélevé une empreinte fongique des 

extrémités des colonies fongiques à l’aide d’un fragment de ruban adhésif. En suite, nous 

avons recollé le ruban sur une lame contenant une goutte de bleu de méthylène. Après, on est 

passé directement aux observations par microscope optique aux différents grossissements (Gr 

100 et 400). 

I.5. Lutte biologique 

La mise en évidence de l’effet antagoniste vis-à-vis les moisissures pathogènes a été 

réalisée en utilisant un champignon antagoniste, utilisé en lutte biologique qui a été identifié 

comme T. harzianum et qui a été isolé à partir de nos échantillons de riz, présentant une 

dominance de 100%. Pour cela, nous avons utilisé deux techniques :  

- la confrontation par contacte directe.  

- la confrontation à distance. 

I.5.1.Confrontation directe 

Cette technique permet de mettre en évidence l’effet inhibiteur direct de T. harzianum 

exercé sur des différents isolats, par compétition sur les nutriments, secrétions de métabolites 

et essentiellement le mycoparasitisme (Hibar et al., 2005). Dans cette technique, nous avons 

déposé deux disques gélosés de 5 mm, correspondant à agent antagoniste et champignon 
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mycotoxinogène dans la même boîte de Pétri contenant le milieu PDA plus ATB (cefazoline). 

Les deux disques ont été placés sur un axe horizontal à 3 cm de distance. Les boîtes ont été 

incubées à 28 °C pendant 5 jours. Le témoin contient le pathogène seul au centre de la boîte 

de Pétri sur le même milieu PDA (Figure 03).  

Cet effet est évalué par la mesure des diamètres des colonies de ce dernier cultivé en 

présence et en absence de l’antagoniste. Cette évaluation est estimée par le calcul du 

pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne du pathogène (Hmouni.,1996 et al), 

selon la formule suivante: 

I (%) = (1- Cn/Co) x 100 

- Cn : est le diamètre moyen des colonies en présence de l'antagoniste ; 

- Co : est le diamètre moyen des colonies témoins. 

 

          

 

 

Figure n°03 : Confrontation directe entre le champignon et l'agent antagoniste sur milieu 

PDA. 

I.5.2.Confrontation indirecte 

Cette technique consiste à évaluer l’effet des substances volatiles secrétées par 

l’antagoniste sur la croissance du pathogène (Daami-Remadi et El Mahjoub, 2001). Dans 

cette technique nous avons placé dans deux boîtes de Pétri séparer contenant le milieu PDA 

plus ATB (cefazoline), deux disques gélosés (l'agent antagoniste et le champignon 

pathogène). En suite, nous avons assemblé les deux socles des boîtes de Pétri, de façon à ce 

que l’antagonistes soit en bas et le pathogène en haut. La jonction entre les deux boîtes a été 

assurée par des couches de parafilm afin d'éviter toute déperdition des substances volatiles. 

L'incubation a été réalisée à 28°C pendant 5 jours. Le témoin contient le pathogène seul au 

centre de la boîte de Pétri sur le même milieu PDA (Figure  04). 
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Cet effet est évalué par la mesure des diamètres des colonies des isolats cultivés en 

présence et en l'absence de l'antagoniste. L'évaluation de l'inhibition exercée par l’antagoniste 

a été estimée par le calcul du pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne du 

pathogène (Wang et al., 2002), selon la formule suivante: 

I = [ (Rt – Rts) / Rt ] x 100 

- I : Pourcentage d’inhibition  

- Rt : distance radiale maximale de la croissance du champignon (témoin). 

- Rts : distance radiale sur une ligne en direction de l’antagoniste (test). 

 

Figure n° 04: Confrontation indirecte entre le champignon et l'agent antagoniste sur milieu 

PDA. 

I.6. Analyses statistiques 

L’analyse statistique des résultats expérimentaux et la représentation graphique ont été 

effectuées par le logiciel : Microsoft Office Excel 2007. Pour étudier la signifiance de nos 

résultats expérimentaux, on a utilisé l’analyse de la variance (ANOVA). Cette méthode 

consiste à mettre en évidence l’effet d’un/des facteur(s) sur la croissance et l’inhibition 

fongique. Dans ce contexte, le seuil de signification considéré est de 5 % (P < 0.05). 
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 II. Résultats et discussion 

Dans cette étude, nous avons isolé et identifié  les moisissures toxinogènes des grains de 

riz dans dix communes de la wilaya de Tiaret. 

II.1. Isolement des champignons à partir des grains de riz  

Après 7 jours d’incubation à 25 °C, la croissance fongique au tour des grains de riz a été 

observée dans 7 communes avec différents pourcentages indiquée dans Figure 05 et Tableau 

02. Nous avons obtenus au total six (6) isolats fongiques. 

Tableau n° 02: Pourcentage de la population fongique isolée du riz commercialisé dans 

la région de Tiaret. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Région Pourcentage de la population fongique 

Tiaret 20 % 

Dahmmoni 15 % 

Karmane 15 % 

Hammadia 30 % 

Sidi Abdarhmen 25 % 

Rechaiga 0 % 

Mechera Sfaa 15 % 

Medrissa 0 % 

Ain Dheb 0 % 

Frenda 10 % 
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Figure n° 05: Aspect  macroscopique des moisissures à partir du riz sur milieu PDA. 

II.2. Identification des isolats fongique 

Les résultats de la purification par culture monospore, nous ont permis d’identifier les 

six isolats fongiques obtenus, sur le plan macroscopique et microscopique. Les principaux 

genres identifiés sont : Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Penicillium, Rhizopus. Les 

genres obtenus sont représentés sur le Tableau  03. 

Tableau n° 03 : Représentation de la distribution des isolats fongique dans chaque 

commune. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Région Isolats 

Tiaret Rhizopus 

Dahmmoni T. harzianum 

Karmane A.niger et Penicillium 

Hammadia Penicillium et Rhizopus 

Sidi abderhamen Penicillium et Fusarium 

Mechera sefaa Penicillium et Fusarium 

Frenda  A. flavus 
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II.2.1. Identification macroscopique 

Identification macroscopique, nous a permit d’observer six souches avec différents 

morphotypes cultivées sur le milieu PDA. Parmi les six souches isolées, nous avons obtenus 

une souche considérée comme agent antagoniste (T. harzianium),  utilisé dans les tests de 

lutte biologique. Et après obtenus aussi quatre moisissures mycotoxinogènes (Fusarium, A. 

niger, A. flavus et Penicilium). La sixième souche (Rhizopus) est considérée comme 

l’ennemie de l’industrie agro-alimentaire, mais elle ne secrète pas des mycotoxines. Les 

observations macroscopiques sont illustrées sur la Figure 06. Les différents morphotypes 

obtenus, ainsi que les différentes pigmentations des souches sont représentés sur                    

le Tableau  04. 

 

Figure n° 06 : Observation macroscopique d’A. flavus isolée à partir de la commune de 

Frenda. 

Tableau n° 04: Caractères macroscopiques des souches obtenues sur milieu PDA. 

Moisissures Aspect  macroscopique 

T. harzianium 

(TH) 

- F : Colonies floconneuses, croissant rapidement, d’une pigmentation  

jaune-verdâtres au centre avec des extrémités blanches. 

- E : Non pigmentée. 

A. flavus 

(AF) 

- F : colonies duveteuses à poudreuses, d’une pigmentation  verdâtres 

au centre et des extrémités blanches   

- E : Non pigmentée. 

A. niger - F : colonies granuleuses, d’une pigmentation noirâtre avec un 
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F : La face de la colonie ; E : l’envers de la colonie. 

II.2.2. Observation microscopique 

L’examen microscopique d’une colonie fongique a été réalisé après par technique de 

drapeau sur les isolats obtenus après la purification. Cette examen microscopique a été réalisé 

pour mettre en évidence : l’aspect du mycélium, des spores, des phialides, des 

conidiophores,…). Les résultats sont illustrés dans la Figure 07 et le Tableau  05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°07 : Observation microscopique de Rhizopus isolée à partir de la commune de 

Tiaret (Gr 400).  

m : mycélium siphonné ; S : spores dispersées ; Sc : sporocyste ; Sp :sporocystophore. 

 

(AN) contour blanc.  

- E : Non pigmentée.  

Fusarium 

(FM) 

- F : Colonies duveteuses, d’une pigmentation blanche- rose saumon à 

violette. 

- E : Pigmentation pourpre. 

Penicilium 

(PM) 

- F : Colonies poudreuses, avec une pigmentation blanche à bleu-vert. 

- E : Pigmentation jaunâtre. 

Rhizopus 

(RS) 

- F : Colonies à croissances très rapide, cotonneuse, avec une 

pigmentation grise foncées en vieillissant. 

- E : Non pigmentée. 

S 

Sc Sp 

m 
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Tableau n° 05 : Caractères microscopiques des souches obtenues. 

Espèce fongique Identification microscopique 

T. harzianum 

(TH) 

- Conidiophores branchus. 

- Phialides libérant des conidies rondes groupées en amas sphérique. 

A. flavus 

(AF) 

- Tète aspargilaire unisériée.  

- Phialides directement portées par la vésicule. 

- Conidies globuleuses. 

- Conidiophore long. 

- Vésicule sphérique. 

A. niger 

(AN) 

- Tète aspargilaire globuleuse et radiées. 

- conidiophore lisse.  

- Phialides insérées sur la vésicule par les métules disposées surtout le 

pourtour de la vésicule.  

- Conidies globuleuse, échinulées, souvent déposé en chaine. 

Rhizopus 

(RH) 

- Filaments larges non septés. 

- Chlamydospores peuvent être présentes, isolées ou disposées en 

chaînes. 

- Stolons, rhizoïdes et sporocystophores sont bien différenciés. 

Fusarium 

(FM) 

- Macroconidies sous forme de fuseau. 

- Microconidies sous forme d’une virgule. 

- Chlamydospores rondes, épaisses regroupées en chaine ou isolées.  

Penicillium 

(PM) 

- Mycélium septé. 

- Conidiophore en pinceau. 

- Phialides à l’extrémité des ramifications. 

- Conidies rondes et lisse. 
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A B 

II.3. Lutte biologique 

L'activité antifongique consiste à évaluer l’effet de l’antagoniste sur le développement 

des souches obtenues. Le potentiel antagoniste du mycoparasite T. harzianum a été testé vis-à-

vis quatre moisissures mycotoxinogènes (Fusarium, A. niger, A. flavus et penicilium).  

II.3.1. Confrontation directe 

Après le suivi des résultats de la confrontation directe entre T. harzianum et les agents 

pathogènes. Nous avons remarqué une croissance mycélienne importante de l’agent 

pathogène lorsqu’il est cultivé seul sur milieu PDA (témoin), par rapport aux boîtes tests, où 

le pathogène est en présence de l'antagoniste. 

 Au bout de trois jours d’incubation à 28 °C, les boîtes ont été totalement occupées par 

l’antagoniste (Figure 08), ce qui correspond à une inhibition de la croissance des souches 

fongiques testées, alors que les isolats de pathogènes n'occupent qu'une surface qui varie entre 

7.05 et 23.52 % de la surface totale de la boîte de Pétri, comparées aux boîtes témoins où les 

pathogènes occupent une surface qui varie entre 11.76 et 47.05%. En effet, l’étude statistique 

montre que toutes les souches pathogènes sont significativement inhibées par T. harzianum 

(P< 0.05) et cette inhibition n’est pas influencée par la durée du traitement (P > 0.05) (Figure 

n° 09 et Tableaux n° 11 et 12 en Annexe  03). 

 

 

 

 

 

Figure n° 08 : Inhibition du développement d’A. flavus par T. harizanium. 

 A : Test ; B : Témoin. 
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Figure n° 09 : Taux d’inhibition des souches fongiques par confrontation directe avec T. harzianum. 

II.3.2. Confrontation indirecte 

Les résultats obtenus montrent un ralentissement de la croissance mycélienne des 

souches pathogènes exercé par la souche antagoniste de T. harzianium comparativement aux 

témoins (Figure 10). Au bout du quatrième jour d’incubation à 25 °C, nous avons remarqué 

un ralentissement de la croissance des souches mycotoxinogènes par rapport aux témoins, 

correspondant à une inhibition de leur croissance, par les substances volatiles de T. harzinium 

sur milieu PDA. En effet, l’étude statistique montre que toutes les souches pathogènes sont 

significativement inhibées par T. harzianum (P< 0.05) et cette inhibition n’est pas influencée 

par la durée du traitement (P > 0.05) (Figure n° 11 et Tableaux n° 13 et 14 en Annexe  03). 

 

 

 

 

 

Figure n° 10 : Inhibition du développement du Fusarium par T. harizanium.  

A : Test ; B : Témoin 

A 
B 
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Figure n° 11 : Taux d’inhibition des souches fongiques par confrontation indirecte avec T. 

harzianum.  
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Discussion générale 

Le présent travail été dans la conception de l'identification des moisissures productrices 

des mycotoxines dans la wilaya de Tiaret. L'altération des céréales stockés a fait l'objet de 

nombreuses études ayant mise en évidence, que la contamination fongique compte parmi les 

principales causes de détérioration des graines des céréales, expliquée par des variation dans 

les paramètres technologique du grain et par les pertes considérable (Atalla et al., 2003) . 

Les résultats de la caractérisation morphologique macroscopique et microscopique de 

nos souches (A. niger, A. flavus, Fusarium sp. et Penicillium sp.), qui ont été étudie sur milieu 

PDA, le plus communément utilisé à cet effet (Botton., 1990), ont fait apparaître cinq 

morphotypes différents : l’aspect cotonneux, granuleuse, duveteux, floconneuse et poudreux. 

En ce qui concerne la morphologie du thalle et la pigmentation, les résultats obtenus relèvent 

une nette variabilité entre toutes les souches. Les variations portent sur des caractères 

culturaux (aspect du mycélium aérien et la pigmentation du thalle); et des organes fructifères 

(phialides, conidiophores et les conidies). 

Les résultats de la caractérisation morphologique de la souche Fusarium sp., montrent 

que les colonies ont une forme duveteuse ou cotonneuse de pigmentation variable (blanche, 

rose, rouge ou violette). La présence du thalle végétatif naissent des conidiophores courts et 

ramifiés, se dernier  portent les phialides. On distingue deux types de conidies : des 

microconidies et les macroconidies. Ces résultats sont en concordance avec ceux enregistrés 

par (Chermette et Bussieras. , 1993 ; Chabasse et al., 2002).  

L’étude macroscopique de la souche Penicillium sp., sur milieu gélosé a démontré que 

les colonies ont une teinte vert bleu, vert gris, gris-bleu. Cette couleur permet une première 

orientation dans l’identification. L’envers des colonies peut être incolore, jaune pale. Ces 

aspects déjà décrits dans les travaux de Chermette et Bussieras, (1993) et Chabasse et al. 

(2002), montrent que l'aspect microscopiques s'avère qu'il y a une présence des hyphes septés, 

hyalins, portent des conidiophores simples ou ramifiés. Les phialides sont disposées en 

verticilles à l’extrémité des conidiophores. Les conidies sont rondes à ovoïdes, hyalines ou 

pigmentées, lisses ou échinulées.  

Les résultats obtenus sur la souche d'A. niger, montrent que la surface des colonies est 

granuleuses, d'une pigmentation noire, avec un contour blanc et l’envers non pigmenté, et 

l'aspect microscopique montre la présence d'une tête aspargillaire globuleuse avec  
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conidiophore lisse, conidies globuleuse, échinulées, souvent déposées en chaine. Nos résultats 

se rapprochent de ceux de (Raper et Fennell, 1965 ; Ottaviani et al.,1988 ; Guiraud, 1998 ; 

Botton et al., 1999; Jernejc. , 2001).  

L'observation macroscopique et microscopique de la souche A. flavus, permettent de 

considérer que la  surface des colonies est duveteuse à poudreuse, avec une pigmentation 

blanche, puis vert jaune, et l'envers est incolore. Par ailleurs, l'aspect microscopiques montre 

des conidiophores longs, vésicule sphérique, les phialides sont directement insérées sur la 

vésicule ou portées par des métules, les conidies sont globuleuses a sub-globuleuses, la tète 

aspargillaire est unisériée.  Ces observations sont confirmées par l'étude de Chabasse et al. 

(2002). 

Le potentiel des espèces de Trichoderma sp., comme agents de lutte biologique, contre 

les maladies des plantes a été identifie la première fois pendant les années 1930. Pendant des 

années, l'antagonisme de T. harzianum a été étudié contre plusieurs maladies des plantes    

(Wells et al., 1972 ; Schirmbock et al., 1994 ; Elad et kapat, 1999 ; Yedidia et al., 2001 ; 

Roco et Péres, 2001 ;  Ozabhy et Newman, 2004). 

Les tests de lutte biologique ont été réalisés dans le but de réduire la contamination des 

grains de riz par les moisissures et les mycotoxines. 

Les résultats qui ont été obtenus par des tests d'antagonisme, par confrontation directe 

en utilisant une souche de T. harzianium, montrent un effet inhibiteur sur les isolats 

fongiques. Ces résultats sont conformes avec les travaux de Dubos (1985) et Davet (1986). 

Alors que, les colonies des différents isolats pathogènes n'occupe qu'une très petite surface 

comparativement au témoin, ce qui correspond a une inhibition de la croissance mycélienne  

ce qui s'avère être que les résultats sont similaire avec l'étude de (Zhihe et al., 1988 ; Hibar et 

al., 2005), qui ont prouvé que Trichoderma sp. produit des substances agissant comme des 

antibiotiques et qui inhibent la croissance de l'agent pathogène.   

Au bout de quatre jours d’incubation, la boîte est totalement envahie  par l’antagoniste 

et sporule même sur le pathogène, L’envahissement du mycélium du pathogène par T. 

harzianium a également été observé par (Benhamou, Chet, 1996 ; Daami-Remadi, 2001 

;Daami-Remadi, El Mahjoub, 2001). 

Les résultats obtenus, concernant le test antagoniste à distance, montrent un 

ralentissement de la croissance mycélienne des souches pathogènes exercé par la souche 
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antagoniste T. harzianium, comparativement aux témoins. Malgré l'absence d'un contacte 

direct, entre les isolats pathogènes et l'antagoniste test, ce dernier a pu exercer un effet 

inhibiteur sur le développement des colonies des pathogènes. Cela correspond aux travaux de 

Hibar et al. (2005), qui ont montré que Trichoderma sp. est apte à produire des substances 

volatiles, qui ont la capacité de limiter et stopper le développement de l'agent pathogène. 

D'après Dennis et Webstres (1971), les Trichoderma émettent des substances chimiques 

toxiques qui sont des dérives de l'hydrazine, présentes sous forme de substances volatiles 

importantes. Ces mêmes résultats ont été constatés par Meslouhi (1989). 

Les tests de confrontation directe et indirecte  montrent que la souche antagoniste T. 

harzianum, sont capables de produire des substances volatiles (confrontation indirecte) et des 

substances diffusibles (confrontation directe) inhibitrices de la croissance mycélienne des 

pathogènes. Cependant, les métabolites diffusibles sont hautement plus efficaces que les 

métabolites volatiles, qui ont été constatées par la comparaison des taux d'inhibition. Ces 

résultats sont conformes avec les travaux d’Asheafizad et al. (2005) ; Dubey et Suresh (2007), 

Akrami et al. (2011) et Saran Sundar (2013). 
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Ce travail consiste à une étude des caractères morphologiques macroscopiques et 

microscopiques de la flore fongique responsable de la contamination de riz dans différentes 

communes de la wilaya de Tiaret. En effet, une réalisation d'un isolement, suivie par une 

purification des moisissures productrices des mycotoxines, a montré la présence de : 

Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium, Penicillium, Trichoderma et Rhizopus.  

Les essais de confrontation entre les souches mycotoxinogènes et  T. harzianum, que ce 

soit par confrontation directe sur milieu de culture, ou bien à distance, ont révélé une 

inhibition de la croissance mycélienne des différents pathogènes testés. Cela montre, qu’en 

plus de son pouvoir mycoparasitaire, T. harzianum peut agir par la 

sécrétion de substances volatiles, qui sont capables d’inhiber à distance le développement de 

l’agent pathogène. 

Comme perspectives, nous pouvons dire qu’il reste de tester cet effet antagoniste in vivo 

en utilisant la souche de T. harzianum sélectionnée, ainsi que d’identifier les mycotoxines 

secrétées dans nos échantillons par HPLC, pour que nous puissions contribuer à la prévention 

contre les pathogènes et assurer la conservation lors du stockage. 
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Annexe n° 1 

Composition des milieux de cultures 

 

Les  milieux de culture 

Les milieux de culture ont été autoclavés à 120 °C pendant 20 minutes sous une pression 

de 1 bar. 

 

 Milieu PDA pH 6,5 (Bouhot et Billotte, 1964). 

Pomme de terre …………………….. .200 g 

Dextrose …………………….................20 g 

Agar agar …………………….............. 20 g 

Eau Distillée …. …..………...............1000 ml 

 

 Milieu Agar 2 % (Downes et Ito, 2001). 

 

Eau Distillée ……....…………...........1000 ml 

Agar agar ………….………….. ............20 g 
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Annexe n° 2 

Souches obtenues par isolement et purification 
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                 Figure n° 12 : Isolement des champignons à partir des grains de riz de chaque commune. 

     A : DAM1, B : FR1, C : HMD1, D : HMD2, E : KRM 2, F : MS2, G : SR1, H : SR2, I : TR1 
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Figure n°13 : Observation macroscopique de la souche T. harzianium  

A : Face, B: L’envers. 

 

 

 

 

 

 

   

Figure n° 14 : Observation macroscopique de la souche A. niger.  

A : Face, B : L’envers. 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 15: Observation macroscopique de la souche Fusarium  

A: Face, B: L’envers. 

A 
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Figure n° 16: Observation macroscopique de la souche Rhizopus 

A: Face, B: L’envers. 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 17: Observation macroscopique de la souche de Penicilium  

A: Face, B: L’envers. 
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Figure n°18 : Observation microscopique 

de la souche T. harziaium (x40). 
Figure n° 19 : Observation microscopique de 

la souche A. flavus (x40). 

 

 

Figure n°20 : Observation microscopique 

de la souche Penicillium (x40). 

Figure n° 21 : Observation microscopique de 

la souche A.nger (x40). 

 

 

Figure n°22 : Observation microscopique 

de la souche Rhizopus (x40). 
Figure n°23 : Observation microscopique de 

la souche Fusarium (x40). 
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Annexe n° 3 

 

Tableau n°06 : Diamètres moyens des souches témoins (cm) 

code  1 er jour moyen 
 

2émè jour moyen 3 émè jour moyen 4 émè jour moyen 

FM1 0,7 0,7 0,7 
 

1,5 1,5 1,5 2 2 2 2,7 2,5 2,6 

PM1 0,8 0,8 0,8 
 

1,2 1 1,1 1,7 1,5 1,6 2 1,7 1,85 

FM2 1 1 1 
 

2,2 2 2,1 3,5 3 3,25 4,1 3,5 3,8 

PM2 0,7 0,8 0,75 
 

1,2 1,3 1,25 2 2 2 2 2 2 

AF 1,9 1,9 1,9 
 

2,8 2,5 2,65 2,8 2,7 2,75 2,9 2,8 2,85 

PM3 0,8 0,8 0,8 
 

1,4 1,3 1,35 1,6 2 1,8 2,2 2 2,1 

AN 1 0,7 0,85 
 

1,7 1,3 1,5 2,1 1,7 1,9 2,5 2,2 2,35 

  

 

Tableau n°07 : Diamètres moyens des souches en confrontation directe (cm) 

code 1er jour moyen 2émè jour moyen 3 émè jour moyen 4 émè jour moyen 

FM1 0,7 0,7 0,7 0,9 1,65 1,275 0,9 1,65 1,275 0,9 1,65 1,275 

PM1 1 1 1 2 1,2 1,6 2 1,2 1,6 2 1,2 1,6 

FM2 0,75 0,75 0,75 1,5 0,9 1,2 1,5 0,9 1,2 1,5 0,9 1,2 

PM2 0,8 0,8 0,8 0,9 1 0,95 0,9 1 0,95 0,9 1 0,95 

AF 1,75 1,75 1,75 1,9 2 1,95 1,9 2 1,95 1,9 2 1,95 

PM3 0,8 0,8 0,8 1 0,8 0,9 1 0,8 0,9 1 0,8 0,9 

AN 0,75 0,75 0,75 0,7 0,8 0,75 0,7 0,8 0,75 0,7 0,8 0,75 

 

 

Tableau n°08 : Diamètres moyens des souches en confrontation indirect (cm) 

code 1er jour moyen 2émè jour moyen 3 émè jour moyen 4 émè jour moyen 

FM1 1 0,9 0,95 1,4 1,35 1,375 2,05 3,2 2,625 2,9 2,95 2,95 

PM1 0,65 0,65 0,65 0,95 1,07 1,01 1,45 1,55 1,5 1,65 1,95 1,95 

FM2 0,8 0,7 0,75 1,5 1,35 1,425 1,5 1,95 1,725 1,9 1,95 1,95 

PM2 0,95 0,95 0,95 1,1 1,4 1,25 1,8 1,75 1,775 1,55 1,6 1,6 

AF 0,85 1,55 1,2 1,6 1,8 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8 2,2 2,2 

PM3 0,95 0,95 0,95 1,1 1,05 1,075 1,6 1,2 1,4 1,85 1,25 1,25 

AN 0,85 0,7 0,775 1 1,1 1,05 1,5 1,1 1,3 1,5 1,1 1,1 
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Tableau n°09 : Pourcentages d’inhibition obtenus par confrontation directe (%) 

  Code 1ér jour 2émè jour 3émè jour 4émè jour 

  FM1 42,85 18,33 13,75 10,57 

  PM1 0 54,54 37,5 32,34 

  FM2 25 9,52 6,15 5,26 

  PM2 26,66 4 2,5 2,5 

 

AF 39,47 35,84 34,54 33,33 

 

PM3 25 7,4 5,55 4,76 

 

AN 29,41 16,666 13,15 10,63 

 

 

Tableau n°10 : Taux d’inhibition obtenus par confrontation indirecte (%) 

Code 1ér jour 2émè jour 3émè jour 4émè jour 

FM1 35,71 10 8,6 0,69 

PM1 12,5 9,09 6,25 2,7 

FM2 25 36,9 46,96 49,34 

PM2 26,66 12 10 5 

AF 36,84 36,79 34,54 29,82 

PM3 12,5 18,51 20,83 26,19 

AN 8,82 30 31,57 44,68 

 

 

Tableau n°11 : Analyse de variance de la confrontation directe en fonction des souches 

ANALYSE DE VARIANCE 
     Source des 

variations 
Somme des 

carrés 
Degré de 

liberté 
Moyenne des 

carrés F Probabilité 
Valeur critique 

pour F 

Entre Groupes 2647,11122 6 441,185204 2,73578649 0,04004776 2,57271164 
A l'intérieur des 
groupes 3386,55422 21 161,264487 

   

       
Total 6033,66545 27         
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Tableau n°12 : Analyse de variance de la confrontation directe en fonction de la durée du 

traitement 

ANALYSE DE VARIANCE 
     Source des 

variations 
Somme des 

carrés 
Degré de 

liberté 
Moyenne des 

carrés F Probabilité 
Valeur critique 

pour F 

Entre Groupes 673,000822 3 224,333607 1,0043543 0,40794785 3,00878657 
A l'intérieur des 
groupes 5360,66463 24 223,361026 

   

       Total 6033,66545 27         

 

 

Tableau n°13 : Analyse de variance de la confrontation indirecte en fonction des souches 

ANALYSE DE VARIANCE 
     Source des 

variations 
Somme des 

carrés 
Degré de 

liberté 
Moyenne des 

carrés F Probabilité 
Valeur critique 

pour F 

Entre Groupes 3451,70684 6 575,284474 5,5815604 0,00135796 2,57271164 
A l'intérieur des 
groupes 2164,44383 21 103,068754 

   

       Total 5616,15067 27         

 

 

Tableau n°14 : Analyse de variance de la confrontation indirecte en fonction de la durée du 

traitement 

ANALYSE DE VARIANCE 
     Source des 

variations 
Somme des 

carrés 
Degré de 

liberté 
Moyenne des 

carrés F Probabilité 
Valeur critique 

pour F 

Entre Groupes 2,83483929 3 0,94494643 0,00404016 0,99963564 3,00878657 
A l'intérieur des 
groupes 5613,31583 24 233,88816 

   

       Total 5616,15067 27         

 

 



 

 

Abstract 

Rice grains are considered as an excellent substrate for fungal development, and an 

important factor for mycotoxin secretion and deterioration. In this context, the objective of this 

study is to identify these mycotoxinogenic fungi, present in rice marketed in Tiaret, and to 

evaluate the antagonistic effect of the T. harzianum on these pathogenic fungi. 

However, the identification of the pathogenic flora based on the analysis of macroscopic 

and microscopic morphology revealed the presence of six (6) strains appertaining to five (5) 

different genera: Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Trichoderma and Rhizopus. 

Among these isolated fungi, the strain T. harzanium was selected as an antagonist agent. 

The direct and indirect confrontation tests, on culture medium, between the pathogens and the 

antagonist agent revealed that, T. harzanium could invade the colonies of the pathogens tested 

and which showed a significant inhibitory effect. 

Key words: Fusarium sp., Penicillium sp., Trichoderma harzianium, Rhizopus sp., 

Aspergillus sp, antagonistic activity, mycotoxins.Rice 

 



 

 

Résumé 

Les grains de riz forment un excellent substrat pour les moisissures, où la flore fongique 

de stockage constitue un facteur important de détérioration et de sécrétion de mycotoxines. 

Dans ce contexte, l'objectif de cette étude consiste à identifié ces champignons 

mycotoxinogenes présent dans le riz commercialisé dans la région de Tiaret et l'évaluation de 

l'effet antagoniste de l’agent antagoniste T. harzianum vis-à-vis ces champignons pathogènes. 

Cependant, l'identification de la flore pathogène basée sur l’analyse des caractéristiques 

morphologiques macroscopiques et microscopiques a révélée la présence de six (6) souches 

représentant 5 genres différents: Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Trichoderma et 

Rhizopus. 

Parmi ces moisissures isolées la souche de T. harzanium été sélectionnée comme un 

agent antagoniste. Les essais de confrontation directe et indirecte, sur milieu de culture, entre  

les agents pathogènes et l'agent antagoniste, ont révélé, que ce dernier a pu envahir les 

colonies des pathogènes testés et qui a montré un effet inhibiteur significative. 

Mots clés : Fusarium sp., Penicillium sp., Trichoderma harzianium, Rhizopus sp., Aspergillus 

sp, antagonisme, mycotoxines.rize 

 ملخص

 هذا ففراز السموم الفطرية. ب   تدهور هذا المحصول في  مهما عاملا التي تعتبر فطرياتتازة للم ة تشكل حبوب الأرز ركي 

ن الهدف من هذه الدراسة هو  منطقة  عدة أأسواق من هذه الفطريات السامة الموجودة ف الأرز المتداول ف التعرف علىالس ياق، فا 

  مخبرا. الفطريات السامة على T. harzanium  المضاد فطرالوتقييم تأأثير  ،تيارت

ليل العينية التحا ، حيث أأضهرتعلى الخصائص المورفولوجية اعتمادا النباتية المسببة للأمراض فطرياتالالتعرف على  تم

 Aspergillus, Fusarium, Penicilliumخمسة أأجناس مختلفة:  متمثلة ف( سلالات 6) والمجهرية أأظهرت وجود ست

Trichoderma, Rhizopus, . 

وغير  المباشرة المواجهةاختبارات  بيولوجي ف كمضاد T. harzaniumتم اختيار سلالة  المعزولة،من بين هذه الفطريات 

مس تعمرات  على غزو قادر هذا المضاد البيولوجي أأن التحاليل ذهه أأظهرت و السامة،الفطريات  ضد زرع غذائيالمباشرة ف وسط 

 .هامبشكل  هاتثبيط نمو  و السامةالفطريات 

 spAspergillus sp., Rhizopus  Trichoderma harzianium, sp.,lium l., Penicispium Fusarالكلمات المفتاحية: 

 ، الأرز.السموم الفطرية, البيولوجية المكافحة

 


