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RESUME

L’objectif général de ce travail est de caractériser la flore fongique des grains de mais destinés, avec
d’autres céréales, a la préparation d’aliments composés pour 1’alimentation de 1a volaille. Les grains de mais
désinfectés a I’alcool ont été semés dans des boftes de Pétri stériles munies de papier filtre stérilisé et humidifié
avec de I’eau stérilisée. Cinq essais ont été effectués a raison de cinq boites par essai, chaque boite contenant
cing grains de mais. Elles sont mises a incuber dans un germoir a la température comprise entre 25 et 35 °C en
conditions d’obscurité continue. Nous avons également procédé¢ de la méme manicre avec les grains non
désinfectés. Au cours de cette étude, cing champignons ont été isolés et identifiés a des pourcentages
d’apparition variables. Aspergillus flavus (35,47%), Fusarium oxysporum (22,05%) et Aspergillus niger
(17,78%) sont respectivement les champignons apparus le plus sur chacun des trois échantillons contrairement
a Penicillium sp. (13,18%) et Rhizopus sp. (11,48%). Les genres Aspergillus, Fusarium et Penicillium sont
producteurs de mycotoxines avant, apres la récolte dans la plante et au cours du stockage des semences. Ce
mais doit étre abandonné ou faire I’objet de décontamination avant d’étre utilisé, au risque de causer des
problemes aux consommateurs que sont les volailles.
© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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Characterization of the fungal flora of maize grains (Zea mays) intended for
the preparation of compound feeding stuffs of poultry

ABSTRACT

The general objective of this work was to characterize the fungal flora of maize grains intended for
use, with other cereals, in the preparation of compound feedingstuffs for the feeding of poultry. Corn kernels
disinfected with alcohol were seeded in sterile Petri dishes with sterilized filter paper and moistened with
sterilized water. Five trials were conducted at five boxes per test, each containing five corn kernels. They were
incubated in a germinator at a temperature between 25 and 35 ° C. under conditions of continuous darkness.
We also proceeded in the same way with the non-disinfected grains but with non-sterile material. In this study,
five fungi were isolated and identified at varying percentages of onset. Aspergillus flavus (35.47%), Fusarium
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oxysporum (22.05%) and Aspergillus niger (17.78%) are the most commonly occurring fungi in each of the
three samples, unlike Penicillium sp. (13.18%) and Rhizopus sp. (11.48%). The genera Aspergillus, Fusarium
and Penicillium are producers of mycotoxins before, after harvest in the plant and during seed storage. This
maize must be discarded or decontaminated before it is used, at the risk of causing problems to consumers,

such as poultry.

© 2017 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Dans les pays en voie de
développement, notamment I'Afrique
subsaharienne et I'Amérique latine, la
consommation  humaine du mais est

particuliérement importante (Doré Varoquaux,
2006). Le mais constitue le plus souvent
l'alimentation de base de ces populations
(Kagne et al., 2003). Cette consommation est
plus marginale dans les pays industrialisés, ou
son utilisation est beaucoup plus orientée vers
les industries de transformation. L'utilisation
du mars dans I'alimentation animale est de loin
le premier débouché (environ les deux tiers
globalement) et concerne surtout les pays
industrialisés. En fonction des résultats
escomptés en élevage, la couleur du grain est
généralement prise en compte (Gouache,
2002). Le mais jaune est le plus courant
(Huart, 2004). Selon ce dernier, il contient une
quantité importante de pigments caroténoides.
Ces pigments permettent d’augmenter la
coloration de la peau des poulets de souches
dites « jaunes. En Afrique, on rencontre
fréquemment du mais blanc. Sa valeur
nutritionnelle équivaut a celle du mais jaune,
mais il ne contient pas de pigments
caroténoides et n’est donc d’aucun secours
pour la coloration de la peau des poulets. La
Cote D’Ivoire, pays de I’Afrique de I’Ouest, a
une population estimée a 23 millions
d’habitants (RGPH, 2014). La base de
I’économie ivoirienne est 1’agriculture qui
emploie 2/3 de la population active, prend part
a hauteur de 34 % au PIB total et a 66% au
revenu d’exportation.  Selon le PSDEPA
(2014), I’élevage reste encore une activité
secondaire avec une contribution de 4,5% au
PIB agricole et de 2% au PIB total. Les
produits issus de cet élevage ne garantissent
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pas une couverture compléte des besoins des
populations en protéines animales, ce qui
entraine une forte dépendance de la Cobte
d’Ivoire en produits laitiers et carnés. La
couverture totale en produits d’origine
animale est limitée par la gestion peu
rationnelle des espaces pastoraux due a de
nombreux problémes. Parmi ses derniers, nous
pouvons citer les difficultés d’accés aux
intrants spécifiques, aux cots des aliments de
bétail, de volailles, la persistance de certaines
épizootiques, les risques d’émergence de
nouvelles maladies, la destruction ou
I’obsolescence des infrastructures, 1’accés au
financement et [I’inadaptation au cadre
institutionnel. Pour remédier au probleme du
cot des aliments, la majorité des producteurs
et fabricants d’aliments se tournent vers
certains produits locaux notamment les
céréales. Le mais grain est trés apprécié en
alimentation animale. C'est la céréale la plus
riche en énergie grace a sa teneur élevée en
amidon qui constitue 72 & 73 % de son poids
et en matiere grasse et les animaux en
raffolent (Ngom, 2004). Les autres glucides
sont des sucres simples présents sous forme de
glucose, de saccharose et de fructose dans des
proportions allant de 1 a 3% du grain.

Sur le plan nutritionnel, il est affligé
de deux défauts majeurs: sa teneur en
protéines assez faible 7 a 12% du poids du
grain et la médiocre valeur biologique de ces
protéines  (Ngom, 2004). La qualité
nutritionnelle du grain de mais est donc
relativement plus faible que celles de I’avoine
(13%) et du blé (12%).

Toutefois, la création des accessions de
mais hybride a permis d’avoir des variétés a
teneur en protéines élevée (Bruns et Abbas,
2005). Il existe en Coéte d’Ivoire des
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accessions de mais traditionnelles et d’autres
améliorées. Cependant, plusieurs maladies
causées par des champignons, des bactéries et
des virus, entrainent d'importantes pertes de
rendements au champ. Selon le CIMMYT
(2000), ces pertes peuvent atteindre 80 % dans
le cas du Mildiou. La compétition des
mauvaises herbes avec les cultures pour I'eau,
les nutriments et la lumiere explique pourquoi
leur incidence néfaste sur les rendements peut
atteindre des niveaux trés importants (Dzotsi,
2002). Selon IITA (2001), dans les savanes
nigérianes, les pertes de rendements infligées
par les mauvaises herbes atteignent 92 % de la
production. Par ailleurs, le mauvais stockage
de cette céréale aprés la récolte pourrait
entrainer le développement de moisissures qui
réduiront la qualité des grains en raison des
mycotoxines qu’elles produisent. La présence
de mycotoxines dans le grain représente un
risque important pour la santé des hommes et
des animaux d’¢levage qui en consomment
(Colton et al, 2014). La présence de
moisissures est liée aux différentes espéces de
champignons, mais seulement certaines
d’entre elles produisent des mycotoxines tel
que Aspergillus flavus, Gibberella zeae,
Fusarium verticillioides, Penicillium sp.,
Cladosporium sp. (Colton et al., 2014).

Cette étude a été menée afin d’isoler et
d’identifier d’éventuels champignons présents
les stocks de mais issu de cultivar traditionnel
de 120 jours entreposés a méme le sol dans le
magasin d’une ferme de la place. Ces lots de
mais faisaient parties de différentes autres
céréales destinées a la fabrication d’aliments
composés pour la volaille.

MATERIEL ET METHODES
Matériel biologique

Le matériel végétal était constitué de
mais jaune prélevés, entreposés dans le
magasin d’une ferme de la place a 25 °C et
40% d’humidité relative.

Préléevement des semences

Munie de gants stériles, les graines
(semences) de mais ont été prélevées dans
chacun des trois lots de sacs préalablement
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constitués et prét a étre utilisées pour la
confession d’aliment de volailles.

Révélation des champignons des semences
en stock

Deux lots de graines de mais ont été
constitués par sac. Les graines du premier lot
ont été désinfectées avec de 1’alcool 50%
pendant 20 mn, puis abondamment rincées
trois fois a 1’eau distillée stérile. Elles ont
ensuite été essorées sur du papier filtre stérile
avant d’étre semées dans les boites de Pétri
stériles contenants des rondelles de papier
filtre stérilisés et imbibés de 10 ml d’eau
distillée.

Le second lot de graines de mais non
désinfectés, a également été semé dans des
boites de Pétri stériles contenant des rondelles
de papier filtre stériles humidifiées. Les boites
ont ensuite été recouvertes chacune avec un
couvercle. Cing (5) graines ont été semées par
boite de Pétri. Pour chaque échantillon, cing
(5) boites de Pétri ont été utilisées. Trois
expériences indépendantes ont été réalisées.
Les boites de Pétri ont été par la suite
incubées dans un germoir a la température
comprise entre 25 et 35 °C, avec une humidité
relative de en conditions d’obscurité
continue.

Isolement et identification des champignons
de semence de mais en stock

L’isolement s’est fait sur milieu
Oatimeal Malt Yeast Agar (OMYA). Ce
milieu est préparé comme suit :

20 g de flocon d’avoine ont été mis a
bouillir dans 500 ml d’eau distillée pendant 30
mn puis filtrer. A ce filtrat a été ajoutée 20 g
d’agar — agar, 10 g d’extrait de malt et 2 g de
levures. Le tout a été complété a un litre avec
de I’eau distillée. Ce milieu de culture, a été
ensuite stérilisé a ’autoclave pendant 30 mn a
121 °C & la pression d’un bar. Aprés
refroidissement sous la hotte, il a été coulé
dans des boftes de Pétri stériles.

Les colonies développées sur les
graines de mais mis en germoir ont été
repiquées individuellement sur le milieu de
culture a un jour du repiquage sous la hotte a
flux laminaire. Plusieurs repiquages ont été
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faits afin de purifier les souches donc obtenir

des boites ne contenant qu’un seul
champignon.

Lors de I’analyse macroscopique des
colonies obtenues aprés culture des

champignons filamenteux, plusieurs aspects
de D’appareil végétatif ont été observés :
I’aspect, le relief, la taille et la couleur. Quant
a D’analyse microscopique des colonies,
plusieurs  structures des  champignons
filamenteux ont été observées comme
I’appareil  végétatif, les organes de
fructification et les spores.

L’identification des champignons a
commencé une semaine apres les premiers
repiquages selon Larone (2011).

Le pourcentage d’apparition de chaque
champignon a été calculé comme suit ;

NAC
% apparition = ---------- x 100
NTATC
% = pourcentage ; NAC = Nombre

d’Apparition du Champignon ; NTATC =
Nombre Total d’Apparition de Tous les
Champignons (Mouria et al., 2013).

Analyse statistique

Pour l’analyse, un test de
I’homogénéité des variances a été réalisé
grace aux tests de Hartley Cochran et de
Bartlet. Le degré d’homogénéité des
champignons étudiés a pu étre apprécie grace
au logiciel Statistica 7.5 a travers une analyse
de la variance et des valeurs moyennes
comparées selon le test de Newman- Keuls.
Au seuil 5%.

RESULTATS

Aprés une semaine de semis, certaines
graines de chaque entité ont germé (Figure 1),
des champignons se sont développés sur les
graines désinfectés et non désinfectés (Figure
2).

Champignons isolés et identifiés
L’analyse combinée de I’examen
macroscopique et microscopique des colonies
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purifiées, a permis d’identifier sur les
semences non désinfectées Aspergillus flavus,,
A. niger, Fusarium oxysporum, Penicillium
sp. et Rhizopus sp. et Aspergillus niger,
Penicillium sp., Rhizopus sp. ont été isolés a
partir des graines désinfectées (Figures 3 a 7)
a des pourcentages d’apparition par
échantillon trés variables. Aspergillus flavus,
Fusarium oxysporum et Aspergillus niger sont
respectivement les champignons apparus le
plus sur chacun des trois échantillons
contrairement a Rhizopus sp. et Penicillium
sp. qui sont moins présents (Tableau 1).

Description des champignons isolés

Toutes les boites décrites ont été vu de
dessus.
Aspergillus flavus

La colonie est granuleuse, vert jaune a
vert olive, floconneux plus dense vert le
centre et lache en périphérie (Figure 3 A). Les
conidies sont globuleuses, les conidiophores
sont longs et abondants (Figure 3 B)

En culture, le champignon est noir
(Figure 4 A), de croissance rapide et d’aspect
granuleuse. Le mycélium est non cloisonné.
Le conidiophore est lisse, long et large. La
vésicule terminale est globulaire et bisériée

(Figure 4 B).
La colonie est duveteuse peu
développée, veloutée avec un aspect

floconneux. La sporulation présente un aspect
blanc, coloré de violet (Figure 5 A). Le
mycélium est septé. Les microconidies sont
abondantes (Figure 5B).

La colonie est de couleur verte avec du
blanc par endroit, d’aspect poudreux et
granuleux qui envahit rapidement toute la
boite (Figure 6 A). Les conidies sont
nombreuses, globuleuses en chaine, en amas
ou isolé. Le conidiophore est ramifié et non
septé (Figure 6 B).

Le mycélium est lache, extensif,
cotonneux brun-noir & maturité (Figure 7 A).
Le sporocyste est globulaire et ’hyphe est
siphonnée (Figure 7 B).
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A B
Figure 2 : Grains non désinfectés (A) et désinfectés (B) semés sur du papier filtre humidifié.

Conidie
globuleuse

Conidiophore

Figure 3 : Vue macroscopique (7 jours) et microscopique de 1’Aspergillus flavus (G x400).
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Vésicule
globulaire

Mycélium non
cloisoné

Mycélium
septé

Microconidie

Lot de
Conidies

Figure 6 : Vue macroscopique (7 jours) et microscopique de Penicillium sp. (G x 400). .
Conidiophore
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Sporocyste

Hyphe

Figure 7 : Vue macroscopique (7 jours) et microscopique de Rhizopus sp. (G x 400).

Tableau 1 : Pourcentage d’apparition des champignons isolés par échantillon.

Moyenne % apparition du 1 2 3
champignon champignons

Aspergillus flavus 30,76 + 2° 35,13 + 2,08" 40,54 +2 ¢ 35,47
Aspergillus niger 12,82 +1,15° 21,62 +1,52° 18,91+1,52° 17,78
Fusarium oxysporum. 25,64 +0,57° 21,62 +1,15° 18,91 £ 0,57° 22,05
Penicillium sp. 17,94 +0,57 10,81+057°  10,81+£057° 13,18
Rhizopus sp. 12,82 +1,15 10,81+ 0,57" 10,81 +0,57° 11,48

Sur la méme ligne, les chiffres suivis de la méme lettre sont statistiquement identiques au seuil de 5% (Test de Newman-Keul

moyenne + écart type).

DISCUSSION

Cing champignons dont quatre
potentiels producteurs de mycotoxines ont été
isolés et identifié<s a des pourcentages
variables sur I’ensemble des graines semées.
Méme sur les graines désinfectées, les
champignons ont été isolés. Cela signifie
qu’ils étaient déja a l'intérieur de la graine.
Aspergillus flavus est le champignon le plus
présent sur les trois échantillons de mais en
stock. Selon Klich (2007), A. flavus est un
pathogéne opportuniste des cultures et a une
distribution cosmopolite. 1l est surtout connu
pour sa colonisation des céréales, des
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Iégumineuses et des noix. Les stocks a partir
desquels ont été isolés les champignons
étaient apparemment sains et il n’a été
constaté aucune trace de moisissure apparente
lors du prélévement des échantillons dans les
sacs contenant le mais. De méme, la surface
de ces graines a également été désinfectée.
Cela voudrait dire que les infections par A.
flavus se sont probablement produites sur le
terrain (avant la récolte) et, n’ont présenté
aucun symptdme jusqu’a leur stockage et / ou
leur transport post-récolte (Belkacem, 2008).
Selon Portilli (2005), au champ, les insectes,
parasites des cultures, créent des lésions au
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niveau de [Ienveloppe des graines qui
favorisent la pénétration de I’inoculum a
I’intérieur de la graine. Ces derniers

constituent par la suite un terrain favorable a
I’infestation par des champignons comme
Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus.
Une fois a I’intérieur des graines de mais et
que les conditions de température, de
disponibilité en eau, de composition gazeuse
et de la nature du substrat sont réunies
Aspergillus flavus pourrait se développer et
produire ces mycotoxines (Castegnaro et
Pfohl-Leszkowicz, 2002 ; Pfohl-Leszkowicz,
2001). Dans le cas présent aucune blessure
n’a été constaté a 1’ceil nu sur les graines de
mais lors de cette étude. 1l faut donc dire que
la présence de A. flavus dans le stock de cette
céreéale destiné a faire partir de la préparation
de I’aliment composé posera des problémes
aux volailles compte tenu du fait que ce
champignon produit une toxine redoutable
I'aflatoxine dans les graines avant et aprés la
récolte, dans presque toutes les semences de
culture stockées et cette derniére est un
carcinogene puissant fortement réglementé
dans la plupart des pays (Klich, 2007).

Quant a Fusarium oxysporum, présent
également sur le mais, il a été isolé a des
pourcentages d’apparition assez élevés. Selon
Tabuc (2007), c’est un contaminant des
champs qui affecte les produits agricoles
avant et pendant la récolte. Ce champignon,
ferait partie des champignons microscopiques
capables d’infecter les plantes et certains
aliments d’origine animale. Sa présence en
Europe représente une préoccupation majeure
pour les filieres céréalieres a cause de sa
capacitt a produire des mycotoxines
(Innovations Agronomiques 24, 2012). Les
grains de mais avec lesquels nous avons
travaillé, ne présentaient pas de Iésions
apparentes. Tous les champignons producteurs
de mycotoxines ne sont pas des parasites de
faiblesse (c’est a dire qui utilisent des
blessures de la plante pour I’attaquer), certains

2601

sont des parasites stricts (capable d’attaquer
une plante par des voies naturelles). C’est le
cas de Fusarium graminearum (producteur de
nivalénol, DON et Zéaralénones) qui, méme si
le mais est exempt de blessures, peut
I’attaquer puisqu’il utilise les soies comme
porte d’entrée dans 1’épi (Rés’OGM Info,
2008).

A ces deux champignons suscités,
s’ajoute Aspergillus niger qui est aussi présent
sur le mais. Cette espéce est un contaminant
commun sur les divers substrats (Samson et
al., 2004). Toutefois, elle préféere
habituellement les sols secs et chauds
(CRCDG, 2007) ceux que nous avons dans les
régions de la Cote d’Ivoire ou le mais est
cultivé. De plus, il est fréqguemment isolé dans
les noix et les produits sechés au soleil
(Esteban et al., 2006), c’est le cas du mais sur
lequel nous avons travaillé. L’ochratoxine A
(OTA) un métabolite secondaire élaboré par
certaines souches d’Aspergillus et de
Penicillium. Accensi et al. (2004) ont récupéré
de I’Aspergillus niger var.niger dans 15,4%
des échantillons de céréales, 27,8% des
Iégumineuses et 6,1% des moulées: 3 isolats
étaient producteurs de I’0OTA. Selon Dalcero
et al. (2002), plus de 78% des souches d’A.
niger (var. niger et var. awamori) sont
ochratoxinogénes dans les moulées pour les
lapins ; 61% des A. niger (var. awamori)
présents dans les moulées pour les aliments de
porcs. Les Penicillium qui sont des
champignons polyphages, trés communs dans
I’environnement et pouvant étre responsables
de nombreuses dégradations ont été présents
dans les stocks de grains de mais a des
pourcentages inférieurs aux trois précédents.
Ils parasitent les denrées alimentaires, les
graines et les céréales. On les retrouve aussi
dans les grains stockés dans des pays dont le
climat est plus chaud (Amérique du Sud, Asie,
Céte d’Ivoire). Par exemple, 50 a 100% des
échantillons de mais contenaient des
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Penicillium en Argentine, en Inde et au Brésil
(Tabuc, 2007).

Conclusion

Au vu de la présence de tous ces
champignons toxinogenes isolés, I’aliment
composé dont fera partie ce mais infecté
posera des ennuis de santé a la volaille
sachant que chacun des champignons a la
possibilité de produire des mycotoxines si
toutes les conditions sont réunies bien que leur
présence ne signifie pas toujours production
de mycotoxines. Cette étude devrait désormais
amener les fermiers qui envisagent préparés
I’aliment composé de leur volaille de procéder
a une analyse sanitaire des céréales a utiliser,
pour la préparation d’aliment composé afin de
préserver la santé de leur volaille.

CONFLITS D’INTERETS
Les auteurs attestent qu’il n’y a aucun
conflit d’intéréts.
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